ABANICO VETERINARIO ISSN 2448-6132 abanicoacademico.mx/revistasabanico/index.php/abanico-veterinario

Abanico Veterinario. Janeiro-Dezembro 2021; 11:1-14. http://dx.doi.org/10.21929/abavet2021.12
Original Artigoculo. Recibido: 20/09/2020. Aceptado: 05/02/2021. Publicado: 27/02/2021. Clave:2020-80.

Criopreservacao espermatica de Ambystoma mexicanum (Shaw & Nodder, 1798)

Ambystoma mexicanum sperm cryopreservation (Shaw & Nodder, 1798)

Rivera-Pacheco Juan '°, Herrera-Barragan José ?P* Le6n-Galvan Miguel®P,
Ocampo-Cervantes José 4P, Pérez-Rivero Juan 2P, Gual-Sill Fernando?®

IMaestria en Biologia de la reproduccién animal; Universidad Auténoma Metropolitana-Iztapalapa. San
Rafael Atlixco 186, Iztapalapa CDMX, CP, 09340. ?Departamento de Produccién Agricola y Animal;
Universidad Auténoma Metropolitana-Xochimilco (UAM-X), Calzada del hueso 1100, Coyoacan CDMX, CP.
04960. 3Departamento de Biologia., Universidad Autdnoma Metropolitana-lztapalapa. San Rafael Atlixco
186, Iztapalapa CDMX, CP, 09340. “Centro de Investigaciones Bioldgicas y Acuicolas de Cuemanco
(CIBAC / UAM-X), Rinconada Cuemanco S/N, Xochimilco, CDMX; CP 16035. *Autor para correspondéncia:
José Antonio Herrera Barragan, Departamento de Produccion Agricola y Animal. Edificio W, piso 3.
Universidad Auténoma Metropolitana-Xochimilco Calzada del hueso 1100, Coyoacan CDMX, CP. 04960.
Correo electrénico: jherrerab@correo.xoc.uam.mx, jcripbiologia@gmail.com, leon@xanum.uam.mx,
jocampo@correo.xoc.uam.mx, jjperezl_1999@yahoo.com, fguals@correo.xoc.uam.mx

Resumo

Ambystoma mexicanum estd em perigo de extingdo em vida livre, devido aos efeitos antropogénicos; a
criopreservacao de espermatozoéides para sua reproducdo em cativeiro pode auxiliar na sua conservagao
ex situ. O objetivo desta pesquisa foi identificar a viabilidade fresco e pds-descongelamento de
espermatozéides de diferentes espermatéforos. Durante a estacdo reprodutiva, a liberacdo de
espermatdéforos foi induzida em nove espécimes pela reducédo da temperatura da dgua. A concentracdo
média por espermatéforo foi de 2,6 + 0,6 X10* espermatozdides. Uma reducdo de 30% nos
espermatozoides vivos e um aumento de 15% na morfologia anormal foram determinados nos
espermatozoéides frescos e pos-descongelamento. Com as lectinas WGA e PNA, ligadas ao FITC, foram
determinados dois padrdes diferentes de fluorescéncia com cada um, 0s quais evidenciaram a presenca e
distribuicdo na membrana de N-acetil glucosamina, &cido sialico e manose respectivamente. As
porcentagens de espermatozoides com cada padrao de fluorescéncia apresentaram diferencas associadas
ao numero de espermatéforos de cada liberagdo. Diferencas na viabilidade de espermatozéides obtidos de
liberagbes com diferentes nimeros de espermatdforos foram determinadas. O protocolo de obtencéo e
criopreservacdo do esperma de A mexicanum mostrou-se eficiente como ferramenta de utilizacdo do
sémen criopreservado para sua reproduc¢do ex situ.

Palavras-chave: Anfibio, conservacao, espermatéforo, urodelo.

Abstract
Ambystoma mexicanum is in danger of extinction in free-living, due to anthropogenic actions; sperm

cryopreservation for captive breeding can help in its ex-situ conservation. This research aimed to identify
the viability of fresh and post-thawing sperm from different spermatophores. During the breeding season,
the spermatophores releasing was induced in nine specimens by reducing water temperature. The mean
concentration per spermatophores was 2.6 + 0.6 x10* sperm. A reduction of 30 % of living sperms and an
increase of 15 % of abnormal morphology were determined in fresh and post-thawing sperm. With the WGA
and PNA lectins bounded to FITC, two different fluorescence patterns were determined in each one that
showed the membrane presence and distribution of N-acetyl glucosamine, sialic acid, and mannose
respectively. Sperm percentages in each fluorescence pattern showed differences associated with the
number of spermatophores in each release. Differences in sperm viability from releases with different
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numbers of spermatophores were determined. The sperm collection and cryopreservation protocol of A
mexicanum were efficient as tools for using cryopreserved semen for ex situ reproduction.
Keywords: Amphibian, conservation, spermatophore, urodele.

INTRODUCAO

A diminuicdo das populacfes de anfibios os levou a extincdo em casos graves, as
principais causas sao a poluicdo ou modificacdo de seu habitat, a introducdo de espécies
exoticas invasoras e doencgas (Catenazzi, 2015; Jiménez et al., 2017; Tietje e Rodel,
2018). Atualmente, a Unido Internacional para a Conservacao da Natureza (IUCN, 2020),
indica que mais de 85% das espécies de anfibios do México estdo em alguma categoria
de risco, devido a esta situacéo, a maioria das espécies do género Ambystoma em estado
selvagem vida, atualmente foi escolhido para reproduzi-los em condi¢es de laboratorio
(Mendoza, 2012; Khattak et al., 2014; Jiménez et al., 2017). Especificamente,
Ambystoma mexicanum estd incluido no NOM-059 - SEMARNAT- 2010 como uma
espécie ameacada de extincdo (NOM-059-ECOL, 2010).

A reproducdo ex situ com sémen criopreservado é uma ferramenta de reproducéo
assistida em cativeiro que pode contribuir para a conservacdo de Ambystoma
mexicanum; além de contribuir para aumentar sua variabilidade genética, pois ha maioria
dos casos a ameaca esta em seu proprio habitat (Clulow et al., 2014; Jiménez et al.,
2017). No entanto, antes de implementar um protocolo de criopreservacao de
espermatozoides, € necesséario conhecer a biologia reprodutiva e as caracteristicas
espermaticas da espécie, para obter maior sucesso (Chester, 2013; Silla e Byrne, 2019).

Atualmente, as técnicas de obtenc&o de gametas (espermatozoides e ovulos) realizadas
em anfibios sdo altamente invasivas, uma vez que a maioria dos processos exige 0
sacrificio do espécime para extrair os testiculos ou dutos eferentes e proceder a
maceracdo (Chester, 2013; Shishova et al., 2011). A maioria dos protocolos de
criopreservacdo usados em espermatozoéides de diferentes espécies, de anfibios, foram
extrapolados daqueles relatados em peixes (Comizzoli et al., 2012); mostrando
resultados variaveis entre cada um. Chester (2013) criopreservou espermatoforos inteiros
de A mexicanum usando sacarose como principal crioprotetor, relatando 84% de
espermatozoides vivos apds serem descongelados; no entanto, ele ndo informa o
parametro de esperma vivo antes do congelamento.

Sabe-se que a manipulacéo in vitro dos espermatozoides acarreta alteracbes em sua
membrana plasmética, nas quais foi descrita a presenca de carboidratos de membrana,
gue tém um papel no reconhecimento entre os gametas para a fertilizacdo (Pelaez et al.,
2011).
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Porque a base de dados sobre estudos morfolégicos e de criopreservacdo em
espermatozoides anfibios, especificamente da ordem Urodelo, é limitada (Browne e
Chester, 2011; Chester, 2013; Sunny et al., 2014).

O objetivo desta pesquisa foi identificar os parametros basicos de avaliacdo e
caracteristicas de membrana em espermatozéides de diferentes espécimes e
espermatoéforos de cada um, para avaliar um protocolo de criopreservacao que permita
manter sua capacidade de fertilizacdo pds-descongelamento.

MATERIAL E METODOS
Cuidado e bem estar
O manejo do axolote foi realizado nas instalagcdes do Centro de Pesquisas Bioldgicas e
Aquicolas de Cuemanco (CIBAC-UAMX), de acordo com o Plano de Manejo, autorizado
pelo Ministério do Meio Ambiente e Recursos Naturais (SEMARNAT) a Unidade da Para
a Manejo e Conservacdo de Fauna Silvestre (UMA) CIBAC, com registro DGVS-CR-IN
0952-DF/07/UMA CIBAC.

Alojamento e colecdo de espermatéforos

Os axolotes foram alojados para monitoramento por um ano individualmente em
recipientes de 60 L, a uma temperatura de 18 °C, com fotoperiodo de 12 hde luz e 12 h
de escuriddo. Para estimular a liberacdo dos espermatéforos, os machos foram
transferidos para um recipiente de vidro com capacidade para 700 L de agua, que foi
condicionado com solo arenoso e plantas aquéticas. Durante as horas de escuridao,
usando um chiller de 0,25 HP (Artica Resun CL-600), a temperatura da agua foi reduzida;
da mesma forma para todos os espécimes de 18 a 14 °C, introduzindo 3 fémeas por
macho. Os espermatoéforos foram recuperados do fundo do recipiente, no inicio das 12
horas de luz seguintes.

Gerenciamento de espermatéforos e coleta de esperma

Os espermatoforos liberados por cada espécime foram coletados a 5 °C em 2 ml de meio
Simplified Amphibian Ringer (SAR), composto por 113 mM NaCl, 1 mM CacCl, 2,0 mM
KCl e 3,6 mM NaHCO, com 220 mOsmol kg*. Os espermatozéides foram obtidos
colocando os espermatéforos de cada espécime em uma caixa NuncVR de 4 pocos com
0,5 ml de meio SAR; no primeiro poc¢o, foram lavados para retirada de residuos de matéria
organica. No segundo poco, o material gelatinoso (glicoproteinas) foi retirado para
obtencéo da tampa contendo os espermatozoéides; no terceiro poco, 0,5 ml de Hidroxido
de Sddio (NaOH) a 20% foi usado para amolecer a tampa por 10 min (Taku et al., 2004);
no quarto po¢co com 0,5 ml de meio SAR, os espermatozoides foram extraidos por
maceracdo da tampa. Por aspiracdo, 0s espermatozoides foram extraidos do
sobrenadante, em seguida foram filtrados com malha de 30 um e o total de
espermatozoides foi recuperado dos espermatoforos de cada liberacdo num tubo
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Eppendorf com 500 ul de meio SAR a 5 °C, para fazer um pool de esperma de cada
lancamento.

Criopreservacao de esperma

Cada pool de espermatozéides, mantido a 5 °C, foi ajustado com 6% Dimetilacetamida
(DMA), entdo canudos de 0,25 ml foram preenchidos, para manter o equilibrio por 10 min
a 2 °C, entdo eles foram colocados a 5 cm em vapor de nitrogénio em -76 °C por 15
minutos e posteriormente submerso em nitrogénio liquido a -196 °C, para ser
criopreservado por 30 dias até posterior descongelamento a 15 °C por 5 min (Atencio et
al., 2013).

Avaliacdo espermética basica

A porcentagem de espermatozoides vivos foi determinada por meio de esfregaco feito
com mistura 1: 5 de espermatozoides com coloracdo de eosina-nigrosina, em que 100
espermatozoides foram contados ao microscépio a 40X. Foram considerados
espermatozoides vivos, 0s ndo corados e mortos, 0s que apresentaram coloracdo. A
morfologia espermética foi avaliada na mesma coloragdo, para determinar as
porcentagens de espermatozoides com alteracdes morfolégicas na cabeca, pescoco ou
regido do flagelo (Tanistaw et al., 2017).

Distribuicdo de carboidratos na membrana

Com o uso de lectinas da aglutinina Triticum vulgaris (WGA), com afinidade para residuos
de N-acetilglucosamina e Arachis hypogaea (PNA) com afinidade para B-galactose,
conjugada a isotiocianato de fluoresceina (FICT), pretendeu-se determinar a presenca
do carboidratos que foram relatados sao receptores de reconhecimento entre gametas
(Herrera et al., 2017) e como partes estruturais do plasmalema de esperma (Miller, 2015).
Num volume final de 40 pl de meio SAR, com 5x108 espermatozéides, foram adicionados
10 pl de WGA-FICT ou PNA-FITC na concentracdo de 15 mg/ml; foram incubados a 25
°C por 30 minutos, esses espermatozoéides cobrindo-os com luz; imediatamente, as
preparacdes foram feitas em laminas de objetos, para serem observadas ao microscoépio.
Cada preparacao foi observada diretamente em um microscopio de fluorescéncia a 260
nm de excitacdo e> 560 nm de emissédo, contando 100 espermatozoéides. A presenca de
carboidratos de membrana foi determinada por padrées de fluorescéncia e a proporgéo
de espermatozoides com cada padrédo determinado (Naofumi, 2015).

Analise estatistica

Foi determinada a frequéncia de espermatozéides vivos, com morfologia normal e com
os diferentes padrdes de fluorescéncia nas amostras frescas e descongeladas, que foram
expressos em proporcao com seus respectivos erros padrao (EP). As diferentes variaveis
foram comparadas entre os grupos de espermatozoides frescos e descongelados com o
teste Xi?, com alfa de 0,05; usando o pacote estatistico de acesso livre Epilnfo 7.3.

4
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RESULTADOS

Diferentes quantidades de eventos reprodutivos e numero de espermatoforos liberados
por cada espécime foram determinados; Foi obtido um total de 61 espermatoéforos. A
frequéncia da quantidade de espermatoéforos liberados por espécime foi a seguinte: 1:12,
2:10, 1:8, 1:6, 3:4 e 1:3. A concentracéo de espermatozoides foi em média 2,6 + 0,6 X104
espermatozoides/ml, com um intervalo entre 1,0 = 2,5 a 4,0 = 3,0. A concentracado de
espermatozoides em liberagbes com seis ou mais espermatéforos (2,5X10%
espermatozoides/ml), foi maior (P <0,05) do que a concentracdo de espermatozoides
(2,5X10* espermatozoéides/ml) em liberacdes com menos de seis espermatédforos.

Parametros de avaliacédo de esperma

As porcentagens de espermatozoides vivos diminuiram (P <0,05), aproximadamente
30% no pos-descongelamento; encontrando médias de 89% nos espermatozoides
frescos e 58% pds-descongelamento. As porcentagens de espermatozoéides vivos que
foram determinadas em liberacbes com diferentes numeros de espermatoforos
mostraram diferencas (P <0,05), encontrando uma faixa de 79% a 100% em
espermatozoides frescos e de 45% a 67% em espermatozoéides descongelados (Tabela
1).

Da mesma forma, a morfologia normal dos espermatozoides mostrou uma reducao (P
<0,05) de aproximadamente 15%, encontrando porcentagens de 98% na morfologia
normal do esperma fresco e 83% apds o descongelamento. As porcentagens de
espermatozoides com morfologia normal que foram determinadas em langcamentos com
diferentes numeros de espermatéforos ndo mostraram diferencas (P> 0,05),
encontrando-se uma faixa média de 95% a 100% nos espermatozoides frescos;
entretanto, alguns pés-descongelamento foram diferentes (P <0,5), com percentuais com
variagdo média entre 78% e 90% (Tabela 1).

Presenca e distribuic&o de carboidratos de membrana

Com o uso da lectina WGA-FITC: Nos espermatozéides frescos e pos-
descongelamento, a intensidade da fluorescéncia emitida pela lectina WGA-FITC na
membrana espermatica, evidenciou a presenca de residuos de N-acetil glucosamina
presentes na membrana de A mexicanum. Foram determinados dois padrdoes de
fluorescéncia denominados: Padréo A) Com fluorescéncia homogénea intensa no flagelo
e regido do pescoco e com menor intensidade, mas evidente na regidao da cabeca (Figura
1A); e padrao B), com fluorescéncia homogénea evidente em toda a estrutura do esperma
(Figura 1B).
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Tabela 1. Pardmetros de avaliagdo de espermatozoides frescos e pds-descongelamento de A.
mexicanum, nos ejaculados de cada espécime avaliado

ID Espermatéforos % Espermatozoides % Espermatozdides
n= com Padréo A + EP com Padréo B + EP
Fresco Descongelado |  Xi? Fresco Descongelado Xi?
p p
A 12 46+ 3 517 0.3 54+3 507 0.1
>0.05 >0.05
B 10 44 +£3 46 £ 3 0.02 48 £4 53+3 0.3
>0.05 >0.05
c 10 52+4 56+ 6 0.2 47+ 4 43+6 0.2
>0.05 >0.05
D 8 565 55+8 0.01 46 £5 46 £ 8 1.0
>0.05 >0.05
E 6 52+35 57+9 0.3 47+ 3 43+ 9 0.2
>0.05 >0.05
F 4 49+£7.7 577 0.9 61+4 42 £7 6.5
>0.05 <0.05
G 4 41+£4.2 55+6 3.9 59+42 45+ 6 3.9
<0.05 <0.05
H 4 45+ 7.3 56+ 6 2 55+7 44 + 6 2.0
<0.05 >0.05
I 3 45+2.8 555 1.6 65+3 4515 7.3
<0.05 <0.05

Literal diferente no superindice @9, indica diferenca (P <0,05) ao comparar a mesma variavel entre
colunas (Fresco VS Descongelado). Nimero diferente no super indice 429, indica diferenca (P <0,05) ao
comparar as médias ha mesma coluna

Figura. 1. Padrdes de fluorescéncia do esperma com lectina WGA-FITC. 1A). Maior intensidade de
fluorescéncia é observada nas regides do flagelo e pesco¢o e com menor intensidade na cabeca.
1B é observado com intensidade homogénea em toda a estrutura do esperma
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A proporcéao de padrdes determinados com WGA-FITC (Tabela 2), mostrou que:

A porcentagem de espermatozoides com padrao A, de liberacdes de doze a seis
espermatéforos, foi semelhante (P> 0,05) fresco e pdés-descongelamento; em
comparacao com as porcentagens de espermatozoéides de liberacdes entre oito e trés
espermatoforos, em que aumentou (P <0,05), nos espermatozoéides descongelados. Ao
comparar as porcentagens de espermatozoides com padrdo A, obtidas nos
espermatozoides frescos de cada espécime, foi determinada uma média de 48%, com
variacdo entre 44% e 56%; sem encontrar diferenca (P <0,05) entre estes, em
espermatozoides descongelados; determinou-se uma média de 54% com variagdo de
46% a 57 %, encontrando-se percentuais maiores (P> 0,05), nos espermatozéides com
padréo A, a partir de liberacbes com 3 e 4 espermatoforos.

La proporcion de patrones determinados con WGA-FITC (tabla 2), mostraron que:

As porcentagens de espermatozéides com padrao B, das liberacdes de doze a seis
espermatéforos foram semelhantes (P> 0,05) fresco e poés-descongelamento; as
porcentagens de espermatozoides de liberacbes com quatro e trés espermatéforos foram
maiores (P <0,05) quando frescos, em comparacdo aos descongelados. No fresco, foi
determinada uma média de 53%, com variacdo entre 46 a 65%, sem encontrar diferenca
(P <0,05) entre eles; nos espermatozoides descongelados, foi determinada uma média
de 46% com variacdo de 42% a 53%, encontrando-se percentuais mais elevados (P>
0,05) nos espermatozéides de liberacées com 10 e 12 espermatoéforos.

Ao realizar a comparacéo geral total (Pool) das percentagens, ficou evidente a diferenca
e inversamente a diferenca pelas percentagens totais apuradas, que foram para
espermatozoides com Padrdo A: Xi? de 7,21 p <0,05, no sémen fresco com 47,7% e 54,3
% para sémen descongelado; Em relagdo aos espermatozoides com Padréo B: foi
determinado um Xi? de 10,8 p <0,05, no sémen fresco com 53,5% e 45,6% no sémen
descongelado.

Com o uso dalectina PNA-FITC: em espermatozdides frescos e pos-descongelamento,
a intensidade da fluorescéncia emitida pela lectina PNA-FITC na membrana espermatica,
que evidenciou a presenca de residuos glicosidicos [B-galactose, presentes nos
espermatozoides membrana de A mexicanum. Foram determinados dois padrdes de
fluorescéncia: C) com fluorescéncia intensa e homogénea em toda a estrutura do
esperma (Figura 2A); padréo D) Com fluorescéncia fraca homogénea em toda a estrutura
do esperma (Figura 2B).

A proporcédo de padrées determinados com PNA-FITC, (Tabela 3), mostrou que:

Com os padrdes C e D, as porcentagens de espermatozoéides de liberacbes entre 6 a
12 espermatoforos foram semelhantes (P> 0,05) fresco e poOs-descongelamento, em
comparacao com as porcentagens de espermatozoides de liberacdes com trés e quatro
espermatoéforos, que foram aumentadas (P < 0,05), no esperma descongelado.
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Tabela 2. Porcentagens de espermatozéides frescos e pds-descongelamento, com dois padrdes
de fluorescéncia A e B determinados com o uso da lectina WGA-FITC

Espermatéforos % Espermatozéides % Espermatozdéides
n= com padrdo A £ EP com padrdo B + EP
Fresco Descongelado Xi? Fresco Descongelado Xi2
p p

A 12 46+ 3 51+7 0.3 54 +3 507 0.1
>0.05 >0.05

B 10 44 + 3 46 = 3 0.02 48+ 4 53+3 0.3
>0.05 >0.05

c 10 52+4 56 £ 6 0.2 47 £4 436 0.2
>0.05 >0.05

D 8 565 55+8 0.01 46 +5 46+ 8 1.0
>0.05 >0.05

E 6 52+3.5 57+9 0.3 473 43+9 0.2
>0.05 >0.05

F 4 49+7.7 577 0.9 61+4 42 +7 6.5
>0.05 <0.05

G 4 41+4.2 55+6 3.9 59+ 442 45+ 6 3.9
<0.05 <0.05

H 4 45+7.3 56 £ 6 2 55+7 44 £ 6 2.0
<0.05 >0.05

I 3 45+ 2.8 55+5 1.6 65+ 3 45+5 7.3
<0.05 <0.05

Literal diferente no superindice @9, indica diferenca (P <0,05) ao comparar a mesma variavel entre as
colunas (Fresco vs Descongelado)

Figura 2. Padrdes de fluorescéncia obtidos com lectina PNA-FITC: A) Com fluorescéncia intensa
homogénea, B) Com fluorescéncia fraca homogénea
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Os percentuais de espermatozoéides com padrdo C e D, determinados com a lectina PNA-
FITC, s6 apresentaram diferenca (P <0,05) ap06s o descongelamento, quando os
espermatozoides vieram de liberacbes com oito espermatéforos, observando-se maior
percentual nos espermatozoéides com padrao C pGs descongelamento e, inversamente,
em espermatozoides com padréao D. A porcentagem foi maior no sémen fresco,

nas porcentagens de espermatozoides de liberacbes com doze, dez, seis, quatro ou trés
espermatéforos, Ao comparar as porcentagens de espermatozéides com Padrédo C de
cada espécime, fresco com média de 54%, com variacdo entre 49% a 58% e poés-
descongelamento com média de 60% e variagdo entre 47% e 69%, ndo foram
encontradas diferencas (P <0,05).

Ao comparar as porcentagens de espermatozéides com o padrao D de cada espécime,
fresco com média de 48%, com variacdo entre 42% a 55%, ndo foram observadas
porcentagens diferentes (P <0,05). Nos espermatozoides descongelados, foi encontrada
uma média de 42%, com variacao entre 24% a 53%, nao foram observados percentuais
de diferenca (P <0,05).

Tabela 3. Porcentagens de espermatozdides frescos e pds-descongelamento, com dois padrdes de
fluorescéncia C e D determinados com o uso da lectina PNA-FITC

Espermat6foros %t EP,_ %+ EP
ID _ Espermatozéides Espermatozoides
n= ~ =
com padréo C com padrédo D
Fresco Descon Xie Xie
gelado b Fresco Descongelado b

0.2 0.2

+ + + +
A 12 514 47 5 >0.05 49+ 4 53+5 >0.05
0.02 0.01

+ + + +
B 10 51+£5 49+5 >0.05 49 +5 50+5 50.05
0.01 0.01

+ + + +
C 10 53+%5 52+6 50.05 48+ 7 47+ 6 50.05
5.23 14.4

+ + + +
D 8 49+ 4 66 +3 <0.05 51+5 24 +3 <0.05
0.08 0.7

+ + + +
E 6 57+4 607 >0.05 477 40+ 11 >0.05
0.07 1.01
F 4 55+7 62+4 50.05 45+ 10 37+4 50.05
0.7 2.0
G 4 55+4 68 +6 50.05 55+6 44 +7 50.05
2.6 1.62

+ + + +
H 4 57+3 69+4 >0.05 52+6 42 +6 >0.05
1.36 0.01

+ + + +
I 3 585 675 >0.05 42 + 8 439 >0.05

Literal diferente no superindice @29, indica diferenca (P <0,05) ao comparar a mesma variavel entre as
colunas (Fresco vs Descongelado)
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DISCUSSAO

Em relacdo a concentracdo espermatica, os dados mostraram que existem diferencas
entre os espermatéforos dum mesmo espécime e entre 0s espécimes. Esses resultados
sdo semelhantes aos publicados por Doyle et al. (2011), no niamero de espermatozoéides
entre os espermatoéforos liberados de espécimes de A maculatum. A quantidade e o
tamanho dos espermatoforos que podem ser liberados variam amplamente, estando
relacionados a fisiologia e adaptacao reprodutiva de cada espécie (Browne et al., 2019);
além de trés caracteristicas fisicas: tamanho do corpo, tamanho do testiculo ou idade
(Uribe e Mejia-Roa, 2014), o que também foi observado em nosso estudo. A viabilidade
espermatica observada a fresco foi de 80 a 98%, sendo este o primeiro estudo a registrar
a porcentagem de espermatozoides vivos extraidos dos espermatoforos. Esses
resultados contrastam com os relatados por Mansour et al. (2011), que obteve esperma
por meio da massagem cloacal, relatando 100% de espermatozdides vivos em todas as
amostras analisadas.

Por outro lado, estudo realizado por Chester (2013) menciona que obteve de 64 a 86%
de viabilidade espermética apos a realizacdo da criopreservacdo de espermatoforos.
Esses dados diferem do obtido neste trabalho, onde a viabilidade obtida em
espermatozoides descongelados foi em média de 45 a 68%, portanto este resultado
indica que a membrana cap pode funcionar como uma barreira, que protege o0s
espermatozoides de oscilacdes de congelamento (Chester, 2013; Hall et al., 2016).

A utilizacdo das lectinas WGA-FITC e PNA-FITC mostrou-se uma alternativa para
identificar a presenca e distribuicdo dos residuos glicosidicos B-galactose e Acetil-
glucosamina. Esses resultados séo consistentes com o trabalho realizado por Saez et al.,
(2004), onde foi determinado que, no momento da espermatogénese, diferentes
carboidratos, incluindo B-galactose e acetilglucosamina, estdo presentes na membrana
das células encontradas em diferentes estagios de desenvolvimento durante a
espermiogénese.

A presenca e distribuicdo de residuos glicosidicos indicam diferencas em toda a
membrana, o que foi determinado com cada lectina, em que cada uma identificou pelo
menos dois padrbes de fluorescéncia diferentes; que podem estar associados a
diferentes estados metabdlicos dos espermatozéides que permitem ou ndo o
reconhecimento entre gametas.

A presenca e distribuicdo de residuos glicosidicos permite caracterizar a membrana dos
espermatozoides que se encontram em diferentes estados metabdlicos, associados ao
treinamento e reacdo acrossomal e, portanto, sua capacidade fertilizante (Browne et al.,
2015). Isso pode ser util em protocolos de reproducéo assistida que envolvem o0 manuseio
in vitro de espermatozoides.
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Utilizando a reproducéo assistida em cativeiro, contribui para a conservacao da espécie;
além de reduzir a extragcdo de animais de seu ambiente e a venda ilegal (Jimenez et al.,
2017); que pode tem um uso sustentdvel alocando espécimes para conservacao,
investigacdo biomédica e conservacdo em colec¢cdes publicas e privadas (Prieto et al.,
2014), sendo nestas Ultimas onde os espécimes foram produzidos fora de seu habitat
natural; no entanto, a reproducao e reproducao de anfibios em cativeiro é relativamente
minima (Ananjeva et al., 2015).

CONCLUSAO

O protocolo de criopreservacao utilizado mostrou-se eficiente, mantendo parametros de
viabilidade e integridade de membrana, apesar de encontrar diferencas espermaticas
associadas ao numero de espermatoforos presentes em cada liberacdo, para os quais
este estudo fornece ferramentas e conhecimentos para a reproducdo assistida em
cativeiro de Ambystoma mexicanum.
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