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RESUMO

Piaractus mesopotamicus € um peixe nativo com relevancia dentro do cenario da piscicultura
brasileira e a criopreservacdo espermatica pode auxiliar a cadeia produtiva atraves da reducdo
de assincronia gonadal, otimizacdo de doses inseminantes, facilidade de transporte, dentre
outras vantagens. E por ser uma técnica que pode causar danos as estruturas dos gametas pela
geragao de espécies reativas de oxigénio (ERQO’s), ¢ feita a utilizagao de solugdes crioprotetoras
para reduzir esses danos, porém, a suplementacdo com substancias antioxidantes é uma
alternativa para melhorar a eficacia das solugdes crioprotetoras. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a suplementacéo de diferentes concentracfes de Arthrospira platensis no protocolo de
criopreservacao espermatica de peixes da espécie P. mesopotamicus. Foram utilizados 6
machos (966,66g+179,50) advindos da Estacdo de Piscicultura da Companhia Energética de
Minas Gerais, localizada de cidade de Itutinga—MG. A coleta do sémen foi realizada durante o
més de janeiro de 2023 e posteriormente armazenado em botijéo de nitrogénio liquido. Além
do grupo controle formado por solucédo crioprotetora a base de DMSO 5% e glicose 4%, foram
testados 5 tratamentos onde a solucdo controle foi suplementada com 2mg, 4mg, 6mg e 8mg de
A. platensis. Além de, testes envolvendo a atividade enzimatica, foram realizadas analises da
motilidade espermética do sémen fresco e pds-descongelamento, integridade de membrana,
taxa de fertilizacdo, desenvolvimento larval e realizado o teste de Tukey a 5% de significancia.
Em relacdo aos resultados, ndo houve diferenca estatistica entre a motilidade subjetiva (100%)
e duracdo da motilidade (38-60s) entre as amostras dos reprodutores. Ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos e o grupo controle quanto a motilidade geral (34,3-50,80%);
motilidade progressiva (4,71-8,65%); VCL (57,66-66,13 um/s); VSL (29,83-35,23 um/s); VAP
(44,63-49,29 um/s); BCF (11,37-12,04 hz). Néo houve diferenca estatistica para as atividades
enzimaticas da SOD (61,01-109,58 U-SOD/mg) e GST (254,07-383,41 U-GST/mg) nos
diferentes tratamentos. Em relacdo a CAT houve diferenca entre o grupo suplementado com
4mg (3,66 U-CAT/mg) e os grupos suplementados com 2mg (7,48 U-CAT/mg) e 6mg (7,23 U-
CAT/mg). Porém, ndo houve diferenca entre o grupo suplementado com 8mg (5,42 U-CAT/mg)
e o grupo controle (5,48 U-CAT/mg). N&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos e o
grupo controle para a integridade de membrana (49-63%). Em relacdo a taxa de fertilizagéo,
houve diferenca estatistica entre o grupo suplementado com 8mg (70,33%) e 0S grupos
suplementados com 2mg (41,13%), 4mg (28,50%) e 6mg (36,50%), porém nédo houve diferenca
entre os tratamentos e o grupo controle (51,94%). Ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos e o grupo controle quanto a morfometria larval: comprimento total (5,61-5,69mm);
altura do corpo (0,88-0,95mm); didametro antero-posterior do olho (0,37-0,39mm). Logo, a
suplementacdo com A. platensis, nas diferentes concentracgdes testadas no presente trabalho ndo
foram capazes de influenciar os parametros relacionados a motilidade espermatica poés-
descongelamento do sémen da espécie P. mesopotamicus. E considerando-se os resultados da
taxa de fertilizacdo, sdo necessarios mais estudos acerca da utilizacdo da A. platensis na
suplementacdo de solucdes crioprotetoras, além da necessidade da aplicagdo de outros testes,
como marcadores de estresse oxidativo e analises de integridade de DNA.

Palavras-chave: piscicultura; Pacu; criopreservagéo.



ABSTRACT

Piaractus mesopotamicus is a native fish with relevance in the Brazilian fish farming scenario
and sperm cryopreservation can help the production chain by reducing gonadal asynchrony,
optimizing inseminating doses, facilitating transport, among other advantages. As it is a
technique that can cause damage to gamete structures through the generation of reactive oxygen
species (ROS), cryoprotective solutions are used to reduce this damage, but supplementation
with antioxidant substances is an alternative to improve the effectiveness of cryoprotective
solutions. The aim of this study was to evaluate the supplementation of different concentrations
of Arthrospira platensis in the sperm cryopreservation protocol of P. mesopotamicus fish. Six
males (966.66g+179.50) from the Companhia Energética de Minas Gerais Fish Farm, located
in the town of Itutinga-MG, were used. The semen was collected in January 2023 and then
stored in a liquid nitrogen canister. In addition to the control group made up of a cryoprotective
solution based on DMSO 5% and glucose 4%, 5 treatments were tested in which the control
solution was supplemented with 2mg, 4mg, 6mg and 8mg of A. platensis. In addition to tests
involving enzymatic activity, analyses were carried out on the sperm motility of fresh and post-
thawed semen, membrane integrity, fertilization rate, larval development and the Tukey test at
5% significance. As far as the results are concerned, there was no statistical difference between
subjective motility (100%) and motility duration (38-60s) between the sire samples. There was
no statistical difference between the treatments and the control group in terms of general
motility (34.3-50.80%); progressive motility (4.71-8.65%); VCL (57.66-66.13 um/s); VSL
(29.83-35.23 pum/s); VAP (44.63-49.29 um/s); BCF (11.37-12.04 hz). There was no statistical
difference in the enzymatic activities of SOD (61.01-109.58 U-SOD/mg) and GST (254.07-
383.41 U-GST/mg) in the different treatments. With regard to CAT, there was a difference
between the group supplemented with 4mg (3.66 U-CAT/mg) and the groups supplemented
with 2mg (7.48 U-CAT/mg) and 6mg (7.23 U-CAT/mg). However, there was no difference
between the group supplemented with 8mg (5.42 U-CAT/mg) and the control group (5.48 U-
CAT/mg). There was no statistical difference between the treatments and the control group for
membrane integrity (49-63%). Regarding the fertilization rate, there was a statistical difference
between the group supplemented with 8mg (70.33%) and the groups supplemented with 2mg
(41.13%), 4mg (28.50%) and 6mg (36.50%), but there was no difference between the treatments
and the control group (51.94%). There was no statistical difference between the treatments and
the control group in terms of larval morphometry: total length (5.61-5.69mm); body height
(0.88-0.95mm); anteroposterior diameter of the eye (0.37-0.39mm). Therefore,
supplementation with A. platensis at the different concentrations tested in this study was not
able to influence the parameters related to post-thaw sperm motility in P. mesopotamicus
semen. Considering the results of the fertilization rate, more studies are needed on the use of
A. platensis in the supplementation of cryoprotective solutions, as well as the need to apply
other tests, such as oxidative stress markers and DNA integrity analyses.

Keywords: fish farming; Pacu; cryopreservation.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui um importante mercado relacionado a aquicultura que ao longo dos
ultimos anos vem se desenvolvendo cada vez mais, como resultado ndo apenas da geografia do
pais que possui uma das maiores bacias hidrograficas do mundo, mas também devido a
disseminacédo de conhecimentos e tecnologias para com os produtores. E dentro desse cenario
a piscicultura se estabelece como um dos importantes pilares, uma vez que a producdo obtida
através da pratica de captura esta estagnada, o cultivo de peixes em cativeiro se torna o principal
alvo de investimento, tanto financeiro, como intelectual.

Tendo em vista essas questdes, faz-se necessario o aprimoramento de técnicas de
criopreservacao espermatica em peixes, uma vez que esta biotecnologia possui como beneficios
auxliar na preservacdo de espécies com a criacdo de bancos de germoplasma, disseminacao de
genética de animais superiores. Aliado a isso, métodos de avalia¢do para a qualidade de sémen
também ja foram descritos e estabelecidos, a exemplo temos a avaliacdo de motilidade,
avaliacdes relacionadas a atividade enzimatica relacionada ao estresse oxidativo e avaliacdes
relacionadas a morfologia espermatica (Motta et al. 2021).

O Piaractus mesopotamicus, também conhecido popularmente como Pacu e Pacu-
caranha, € uma espécie de peixe de agua doce, nativo do Brasil e cuja distribuicdo se encontra
nas regides Sudeste, Centro-Oeste e Norte (Rabaioli, 2020). Um peixe migratorio, com desova
total durante o periodo de piracema, sua reproducao é semelhante a de outros caracideos, sendo
considerados disseminadores livres (Silva, 2017). A fémea libera seus ovos na dgua e 0 macho
nada em volta fertilizando-os, os ovos eclodem em algumas horas quando mantidos em
temperaturas adequadas e ap6s dois ou trés dias da eclosdo os alevinos ja consomem o conteudo
do saco vitelino e comecam a nadar livremente. Porém, como é uma espécie migratéria a criagdo
em cativeiro enfrenta problemas, ja que é necessario um estimulo final para haver tanto a
desova, quanto a espermiacdo. Além disso, como j& mencionado, h& espago para pesquisas
envolvendo protocolos de criopreservacdo que possam melhorar os resultados relacionados a
qualidade e eficiéncia de sémen para a espécie em questdo (Chech; Moyle, 2004).

Logo, diante da necessidade do aprimoramento de protocolos de criopreservagéo, que
permitam um aumento de desempenho do sémen congelado de peixes e que sejam reproduziveis
na pratica, este estudo propbe diferentes tratamentos envolvendo a suplementagdo com
Arthrospira platensis que é uma cianobactéria do género Arthrospira que apresenta
propriedades antioxidantes (Zeitoun et al. 2022). Além de, gerar dados que possam contribuir
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para 0 aumento do conhecimento cientifico sobre biotecnologias da reproducéo aplicaveis para
a espécie Piaractus mesopotamicus.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Piaractus mesopotamicus

Piaractus mesopotamicus (Figura 1) é uma espécie de peixe migratério, com ampla
distribuicdo e nativo do Brasil, que pertence a familia Characidae e da subfamilia
Serrasalminae, conhecido popularmente como “pacu” e “pacu-caranha, estando presente nas
regibes Sudeste, Centro-Oeste e Norte, com exemplares desde a bacia dos rios Paraguai,
Uruguai, até a bacia do Rio do Prata (Rabaioli, 2020). Seu corpo é arredondado com coloracdo
acinzentada, apresentando escamas pequenas, regido ventral levemente comprida, podendo
alcancar em média 53 cm, sua boca possui uma série de dentes no maxilar e seus individuos
apresentam peso médio entre 8 e 20 kg, sendo que estes animais sdo utilizados principalmente
na piscicultura e em reservatorios hidrelétricos com o objetivo de repovoamento, possuindo

impacto muito relevante no ambito de mercado aquicola (Galo et al. 2019).

Figura 1 — Exemplares de Piaractus mesopotamicus

Fonte: Autor (2024)

As fémeas atingem comprimentos maiores que 0s machos e normalmente se apresentam
em maior nimero, tais caracteristicas se correlacionam com o dimorfismo sexual e também por

esta espécie apresentar desova total e fecundacdo externa, as fémeas necessitam de um espaco
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na cavidade celomatica para que possam produzir gametas e depois desova-los (Chech; Moyle,
2004).

O pacu é uma espécie onivora, com dieta diversificada entre frutos, folhas, caules,
detritos organicos, pequenos crustaceos, moluscos e pequenos peixes, cuja expressdo de
mercado é baseada nas boas caracteristicas zootécnicas intrinsecas aos espéecimes, como boa
adaptabilidade a criacdo em cativeiro e alimentagdo através de ra¢gdes comerciais, facil manejo
e crescimento rapido. Durante a estacdo chuvosa os individuos permanecem em areas
inundadas, alimentando-se de vegetais e durante a estacdo seca permanecem no leito principal
dos rios ingerindo qualquer alimento que esteja disponivel (Rabaioli, 2020).

Devido a relevancia da espécie P. mesopotamicus esforcos envolvendo o
aprimoramento de técnicas empregadas na producdo de pacu em cativeiro, vem sendo
realizados. Muitas delas ja estdo estabelecidas, porém questbes sobre o cultivo de peixes nativos
migratdrios relacionadas a desova e espermiacdo sdo evidentes, uma vez que em cativeiro o
estimulo final para ocorréncia natural desses fendmenos ndo acontece, sendo necessario induzir
artificialmente com aplicacdo de horménios. Outra questdo € a criopreservacdo, que € uma
técnica que influenciou de forma positiva no aumento da producdo da espécie, trazendo
melhorias na producdo dos animais, porém é um campo onde ha& espaco para se alcancar
melhorias (Silva, 2017).

O P. mesopotamicus atinge a maturidade sexual por volta dos 3 a 4 anos de idade,
apresentando desova total, realizando migracdo durante a estacdo seca para maturacdo das
gbnadas e desovando na época chuvosa, onde as fémeas podem produzir em média 1.200
ovécitos por grama de desova (Bock; Padovani, 2000).

A migracdo acaba desempenhando um papel importante, pois permite a busca de
ambientes adequados para a fecundacdo dos ovos, para o desenvolvimento inicial e condicdes
menores de predacdo. Além disso, durante o trajeto, fatores ambientais como fotoperiodo,
temperatura, aumento do nivel de agua e disponibilidade de alimento associados as variacGes
fisiologicas do individuo estdo envolvidos na regulacdo das diferentes fases do ciclo
reprodutivo (Chehade; Borella, 2015).

2.1.1 Importéncia da reproducéo induzida
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Em cativeiro, como j& mencionado, a maioria dos peixes migradores ndo apresenta
reproducdo normal, j& que as fémeas ndo completam a maturacéo final dos ovocitos e os machos
produzem pouco ou nenhum sémen, sendo necessaria a inducéo artificial, atraves da utilizacéo
de hormonios. Fato este, que ocorre com a espécie deste trabalho, tornando-se necessario a
inducdo de reprodutores maduros, através do uso de substancias como hormonios sintéticos e
extrato bruto de hipofise de carpa para que a reproducdo seja concluida de forma satisfatoria.
(Zohar et al. 2022).

A aplicacéo da reproducdo induzida € um dos principais agentes influenciadores para a
intensificacdo do cultivo de peixes, utilizando como base mecanismos enddgenos associados a
fatores ambientais que interferem e regulam o processo de maturacdo final dos ovacitos e
espermiacdo. Ja que, quando estdo contidos em tanques, os peixes migradores ficam privados
desses fatores, resultando em falha na reproducgédo. Dessa forma, a dinamica envolvida na
reproducdo de espécies migratdrias em cativeiro na maioria dos casos nao ocorre naturalmente
e para obter sucesso reprodutivo nestas condi¢fes é necessaria a manipulacdo de parametros

ambientais ou alguma inducdo hormonal (Chehade; Borella, 2015).

2.2 Criopreservacao espermatica

A criopreservacdo tem como objetivo a manutencao da estrutura e funcionalidade das
celulas, mantendo tecidos vivos em temperaturas a -196°C, conservando-os geneticamente
vidveis e metabolicamente inativos, porém de forma reversivel (Zaniboni-Filho; Baldisserotto,
2015).

A criopreservacao é uma ferramenta importante para o setor de producéo e reproducao
de animais, uma vez que, melhora o aproveitamento de reprodutores, evita desperdicios e
auxilia na disseminacdo de linhagens geneticamente superiores (Galo et al. 2019). Ou seja, 0s
beneficios envolvem a utilizagcdo do sémen de maneira eficiente e otimizada, principalmente
quando este é de dificil obtencéo ou proveniente de espécies cuja caracteristica € a liberacdo de
quantidades reduzidas de volume de esperma, simplificacdo do manejo de reprodutores e como
ja mencionado o intercdmbio de gametas provenientes de animais superiores favorecendo o
melhoramento genético. Além disso, a técnica de criopreservacédo ainda evita o transporte de
animais vivos, diminuindo custos de viagens e também permite o estabelecimento de bancos de

germoplasma (Cabrita et al. 2014).
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Ao longo dos anos a criopreservacdo de gametas de espécies nativas brasileiras, como
Brycon orbignyanus (Maria et al. 2005) e P. mesopotamicus (Galo et al. 2019; Streit-Junior et
al. 2009; Teodozia et al. 2020) foram sendo priorizados em funcédo da relevancia econdémica e
ambiental. Sendo que a técnica é considerada uma importante ferramenta para a producao de
alevinos, proporcionando o aumento dos animais em cativeiro e consequentemente alavancando
ainda mais o setor piscicola (Galo et al. 2019).

A técnica de congelamento de gametas € baseada na criopreservacdo de células, onde o
processo € feito para retirar agua do interior da célula espermatica a fim de evitar a formacéo
de cristais de gelo intracelular, permitindo que o sémen seja armazenado por longos periodos,
possibilitando a reducdo de custos com animais, preservacdo da variabilidade genética, dentre
outros beneficios ja& mencionados. O processo de criopreservacdo em si envolve diferentes
etapas, nas quais sao utilizadas solucdes crioprotetoras (crioprotetor intracelular e crioprotetor
extracelular) sem que ocorra ativacdo dos gametas, utilizacdo de ativadores que possam
promover e prolongar a capacidade natatdria dos espermatozoides e por fim o descongelamento
(Murgas et al. 2001). Podendo ainda o método de congelamento ser dividido didaticamente em
3 etapas, a primeira seria a exposicdo das células a solucdo crioprotetora, a segunda seria a
regulacdo osmdtica das células com o meio extracelular e por Gltimo a reducéo da temperatura,
passando pelo ponto de congelamento da dgua e da solucdo crioprotetora (Maria et al. 2015).

O sucesso no processo de congelamento e descongelamento de sémen de peixes,
depende das solugbes crioprotetoras, utensilios corretos, das concentraces dos diluidores,
curva de congelamento, tempo de equilibrio, taxas de diluicdo. Sendo que alguns fatores afetam
a motilidade, morfologia e composicdo do plasma (Maria et al. 2015). Mas, também depende
de caracteristicas inerentes ao individuo e a espécie trabalhada (Galo et al. 2019).

O cuidado referente a execucdo da técnica também é relevante, uma vez que, se 0
processo de resfriamento ocorre rapidamente, ndo ira ocorrer a perda de dgua do meio
intracelular e dessa forma, o meio ira congelar formando cristais e durante o processo de
descongelamento esses cristais formados anteriormente podem se recristalizar, ficando ainda
maiores e assim romper a membrana plasmatica (Baldisserotto; Cyrino; Urbinati, 2014).
Porém, células que sdo resfriadas lentamente sofrem severa desidratacdo e exposic¢ao a longo
prazo a altas concentracdes de soluto. Essa combinacéo resulta em efeitos prejudiciais para as
membranas celulares, onde além de enfraquecer, também pode lesa-las. Logo, a taxa de
congelamento precisa ter o tempo ideal para permitir a desidratacdo correta, diminuindo a

formacao de gelo intracelular, mas célere o bastante para impedir que as células sejam expostas
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a concentracOes altas de solutos por periodos longos (Benson et al. 2012). Em relacéo ao P.
mesopotamicus, temos diferentes trabalhos, utilizando diferentes metodologias no que diz
respeito a protocolos de congelamento, por exemplo, trabalhos de Paulino et al. (2012) onde
foi testado diferentes temperaturas e diferentes tempos de descongelamento de sémen da
espécie (60 °C em 8 segundos e 40°C em 12 segundos) demonstrando ser aceitaveis. E o
trabalho de Teodozia et al. (2020) onde foram comparadas duas formas de congelamento, por
dry sheeper ou maquinas de congelacdo programada, sendo que nao foi encontrada diferenca
estatistica entre os métodos. Porém, de modo geral, o principio de congelamento e
descongelamento no tempo mais adequado a espécie deve ser mantido, para se evitar as

chamadas crioinjurias.

2.2.1 Crioinjurias

Apesar dos importantes beneficios do processo de criopreservacdo, ainda existem
maleficios que sdo inevitaveis, por exemplo 0s danos a estrutura e fisiologia celular, que alteram
o desempenho dos gametas devido as chamadas “crioinjurias” que ocorrem durante as etapas
de congelamento e descongelamento. Nesse processo, a membrana plasmatica, peca
intermediaria e flagelo sdo as estruturas mais afetadas, principalmente pela mudanca na
temperatura e formacao de cristais de gelo (Cabrita et al. 2014). No trabalho de Galo et al.
(2019), com sémen de pacu fresco e criopreservado, sobre suas influéncias na qualidade
espermatica, € demonstrado que o sémen pos-descongelamento além de apresentar 29,34% a
mais de defeitos primarios de espermatozoides (71,86% do sémen pods-descongelamento e
42.52% do sémen fresco), também apresentava uma maior porcentagem de células anormais
(64.61% do sémen pds-descongelamento e 49.89% do sémen fresco). No trabalho de Streit-
Junior et al. (2009), o processo de criopreservacao provocou reducdo (P<0,05) no percentual
de espermatozoides normais de 40,21% para 31,10% em relagdo ao sémen in natura. Ja o
percentual de espermatozoides com patologias primarias aumentou (P<0,05) em 14,46% no
sémen pos-descongelamento, a motilidade progressiva foi reduzida (P<0,05) em 66,45% e 0
vigor espermatico, em 34,20% (P<0,05). A anormalidade de cauda dobrada aumentou (P<0,05)
em 65,00% no sémen avaliado pos-descongelamento, assim como a patologia “cauda
quebrada”, em 41,25%.

A principal fonte de dano as estruturas do espermatozoide € a formacgéo de espécies

reativas ao oxigénio (ERQO’s), que sdo induzidas tanto pela mudanca brusca de temperatura,
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como a formagdo de cristais de gelo, onde as ERO’s induzem a peroxidagdo lipidica,
degradacdo de proteinas de membrana e consequentemente resultando em extravasamento de
substancias do meio intracelular, perda da fluidez e lesdo a integridade de membrana. Além
disso, lesdes na membrana das mitocondrias também prejudicam a dinamica respiratoria em
funcdo da formacdo das ERO’s, resultando no aumento do estresse oxidativo sofrido pelos
gametas. E os danos ocorridos no flagelo estéo correlacionados com mudancgas nas proteinas
flagelares culminando em distarbios de motilidade e consequentemente diminuindo a taxa de
fertilizacdo (Xin et al. 2020).

2.2.2 Estresse oxidativo

Espécies reativas de oxigénio é o termo geralmente utilizado para denominar
substancias derivadas do oxigénio. Estas, tem a funcdo influenciada por sua caracteristica,
concentracdo, localizacdo e tempo de exposicdo. Podendo ser divididas em 2 grupos, radicais e
ndo radicais. O grupo das espécies radicais compreendem as substancias: anion superéxido (O2)
e o radical hidroxila (OH"), por exemplo, enquanto as espécies nao radicais compreendem, por

exemplo, moléculas de peréxido de hidrogénio (H20>) (Félix et al. 2021).

Os efeitos nocivos aparecem quando em fungdo de fatores como manejo,
armazenamento, técnicas de resfriamento e criopreservacdo promovem a producdo e acimulo
de espécies reativas ao oxigénio e embora o plasma seminal e 0s espermatozoides contenham
substancias antioxidantes enzimaticas e nao enzimaticas, 0 estresse oxidativo gerado
compromete a integridade das membranas plasmatica, mitocondrial, a estrutura do DNA,
proteinas, carboidratos, resultando ao final na reducdo da motilidade, viabilidade e capacidade

de fertilizacdo dos gametas (Kolyada et al. 2023).

O espermatozoide, como ja mencionado, possui seu proprio sistema de defesas (Figura
2), apresentando principalmente os seguintes compostos enzimaticos: catalase (CAT),
superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e glutation s-transferase (GST). A
SOD ¢ responsavel por catalisar a dismutagao de O2- em H202 e O2; A CAT catalisa a reducéo
H20: para H20 e O2; ja a GPx degrada H.0O. em dgua na mitocondria (Sandoval-Vargas et al.
2021). Onde estas substancias sdo o principal mecanismo de defesa intracelular contra os

ERO’S. Porém, ainda existem componentes ndo enzimaticos que sdo responsaveis pela
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protecdo extracelular das células, como vitaminas, minerais, aminoacidos, acidos graxos,

carotenoides, dentre outros (Costa; Streit-Junior, 2019).

Figura 2 - Mecanismo de producdo de ROS, peroxidacédo lipidica e defesa antioxidante em
espermatozoides de peixes
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Fonte: Sandoval-Vargas et al. (2021)

Embora as células ja possuam naturalmente substancias antioxidantes naturais
protetoras, a defesa encontrada nos espermatozoides de peixes ndo é suficiente durante o
processo de criopreservacao, principalmente em funcéo da diluicdo apds exposic¢do do esperma
nas solucdes. Dessa forma, a criopreservacdo leva a um desequilibrio entre a producéo de
ERO’s e o sistema antioxidante natural e dentro dessa Otica, a suplementacdo de meios de
criopreservagao com agentes antioxidantes é algo interessante na dindmica de congelamento de
gametas provenientes de diversas espécies de peixes, com 0 objetivo de minimizar as

crioinjurias decorrentes do processo de criopreservacao (Cabrita et al. 2010).

Dessa maneira, pesquisas envolvendo a suplementacdo de antioxidantes ao meio de
criopreservacdo do sémen apresenta-se como uma forma de diminuir os danos causados pelo

estresse oxidativo contra as células espermaticas durante o processo de criopreservacao,
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proporcionando uma maior qualidade espermatica apds o descongelamento, resultando em
maiores taxas de fertilizacdo e ecloséo, assim como demonstrado nos trabalhos de Ogretmen et
al. (2014) onde foi evidenciado que a utilizacao de propolis promovia um aumento da taxa de
ecloséo para a espécie de carpa comum (Cyprinus carpio). Além do trabalho de, Palhares et al.
(2021), onde trabalhando com a suplementacdo de melatonina, também foram encontrados
resultados superiores ao grupo controle, relacionados a taxa de fertilizacdo de sémen pos-
descongelamento. Entretanto, como existem inumeras espécies de peixes, é necessario a
elaboracdo de mais pesquisas envolvendo solucbes crioprotetoras, suplementacdo com

antioxidantes e correlacionar com as determinadas espécies trabalhadas.

2.2.3 Solucgdes crioprotetoras

As solucgdes crioprotetoras sdo utilizadas para proteger os espermatozoides através da
diminuicdo do ponto de congelamento do contetido intracelular e da &gua extracelular, além de
formar uma camada protetora ao redor das membranas de espermatozoides, sendo dessa forma,

classificadas em dois grupos, intracelulares e extracelulares (Hezavehei et al. 2018).

Os agentes crioprotetores intracelulares sdo geralmente moléculas ndo idnicas e
osmoticamente inativas, porque sdo igualmente distribuidas nos espacos intracelulares e
extracelulares. Basicamente o crioprotetor intracelular atua reduzindo o ponto de congelamento
do meio extracelular, atenuando os efeitos deletérios causados pela formacdo dos cristais de
gelo, regulando a velocidade de desidratacdo das células e reduzindo os danos causados pela
alta concentracdo dos solutos. As solugdes crioprotetoras extracelulares sdo substancias de alto
peso molecular e podem ser divididas em moléculas osmoticamente ativas e compostos
osmaticos inativos que recobrem a superficie da célula, estabilizando a membrana, além de
restituir os fosfolipidios perdidos pelos espermatozoides durante o choque térmico (Salmito-
Vanderley et al. 2016).

Em Characiformes do género Piaractus, os meios diluidores relatados na literatura para
0 processo de congelamento de sémen séo: glicose, agua de coco em pd, Beltsville Thawing
Solution® (BTS). Dentre os crioprotetores, 0s mais utilizados s3o o dimetilsulfoxido (DMSO),

a gema de ovo, o glicerol e 0 metanol (Teodozia et al. 2020).
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2.3 Avaliacao espermatica

A determinacéo da qualidade do sémen é um dos passos primordiais para eficiéncia da
fertilizacdo, seja utilizando sémen fresco ou sémen congelado, qualidade esta influenciada pela
manipulacdo correta do sémen, selecéo de bons reprodutores e execugdo correta das técnicas de
criopreservacao e resfriamento. Apesar da variacdo dentre os proprios individuos da espécie,
existem parametros comuns que podem ser avaliados, como o volume de sémen, pH,
concentracdo espermatica, estrutura do espermatozoide, motilidade, vigor espermatico, duracdo
da motilidade e morfologia espermética. Dessa forma, uma combinacédo de fatores pode aferir
melhor a real qualidade do sémen, principalmente ap6s o congelamento dos gametas (Garcia et
al. 2017).

Anormalidades morfoldgicas dos espermatozoides também sdo responsaveis por
impactar na qualidade do sémen, reduzindo a motilidade e resultando em menores taxas de
fertilizacdo. Dessa forma, avaliacBes acerca da morfologia espermatica, assim como da
integridade da membrana plasmatica dessas células devem ser incorporadas na rotina de
avaliacdo do sémen, auxiliando na caracterizacdo de amostras criopreservadas (Paulino et al.
2012).

Além disso, a avaliagdo dos componentes do plasma seminal, por exemplo, enzimas
oxidativas, metabolitos, acucares, vitaminas, aminoacidos e outras substancias inorganicas,
podem fornecer informag6es muito Gteis sobre o estado dos espermatozoides (Cabrita; Robles;
Herraez, 2008).

2.3.1 Motilidade espermética

A avaliacdo da motilidade espermaética realizada através softwares denominados de
“Computer Assisted Sperm Analysis (CASA), € realizada com o intuito de reduzir a
subjetividade e obter informagdes mais assertivas e significativas sobre o movimento dos
espermatozoides, permitindo uma padronizacdo dos movimentos e permitir que seja possivel
fazer inferéncias sobre a qualidade do material proveniente dos reprodutores (Sanches et al.
2021).

Existe atualmente um nimero consideravel de pardmetros espermaticos que sdo usados

para avaliar a qualidade do esperma em peixes como a osmolaridade, composi¢do plasmatica,
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densidade espermatica, morfologia das células associadas a capacidade dos gametas masculinos
de fertilizar os ovécitos. Ademais, dentre os parametros mais comuns de serem avaliados a
motilidade espermatica € um dos principais relacionados a qualidade sémen apds a
criopreservacao, sendo inclusive correlacionado com a fertilidade daquele material e
considerada padrédo de qualidade (Gallego et al. 2018; Garcia et al. 2017).

Diferentemente dos mamiferos, a fertilizacdo da maioria dos peixes, incluindo o P.
mesopotamicus, é externa, com o0s espermatozoides estando imodveis nas gonadas masculinas
antes da ejaculacdo, onde a osmolaridade e o contetdo idnico, presentes na agua, sao fatores
centrais para a ativagdo do movimento (Bobe; Labbé, 2010).

Existem duas avaliagbes acerca da motilidade, uma subjetiva, cujo observador
normalmente considera a porcentagem de espermatozoides moveis, duracdo da motilidade e o
tipo de movimento para a estimativa. Outra avaliagdo, mais objetiva, que usufrui de softwares,
sistemas automatizados definidos como anélises espermaticas assistidas por computador
(CASA) para avaliar a motilidade em espermatozoides criopreservados. Existindo no mercado
alguns softwares que sdo pagos para haver liberacdo da licenca de utilizacdo, mas também se
encontram disponiveis softwares de codigo aberto, como o ImageJ, que possuem um plugin em
suas configuracBes que da mesma forma permite a avaliacdo da motilidade espermatica
(Gallego et al. 2018). A analise espermatica usando softwares, normalmente inclui analise de
velocidade curvilinea, velocidade média, velocidade em linha reta e velocidade progressiva.
Tais caracteristicas se relacionam com a motilidade espermatica e a capacidade de localizar e
penetrar a regido da micrépila (Browne et al. 2015).

A motilidade progressiva est4 diretamente relacionada com o vigor espermatico., onde
as caracteristicas do sémen do reprodutor determinam a porcentagem de gametas moveis,
considerados entdo vivos e sua movimentacdo. Além disso, normalmente alteracdes
morfoldgicas podem levar a uma perda de qualidade relacionada a diminuicdo da motilidade.
Além disso, ha uma correlacdo positiva entre fertilizacdo e boa qualidade de motilidade
espermatica (Galo, 2009).

2.3.2 Morfologia espermatica

A estrutura morfologica dos espermatozoides de peixes reflete sua histéria evolutiva,

podendo ser subdividido em cabeca, peca intermediaria e cauda. Alem disso, essa
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particularidade do acrossoma € compensada pela presenca da micrépila no ovocito, que nada
mais € que um orificio no cérion do ovo para penetracdo do espermatozoide (Maria, 2005).

E como ja mencionado anteriormente, a morfologia dos gametas é um ponto de interesse
na avaliacdo da qualidade do sémen, ja que a presenca de alteracdes influéncia na motilidade e
vigor espermatico. Nao apenas isso, quando focamos na avaliacdo posterior ao processo de
congelamento e descongelamento do esperma, toda essa dindmica pode provocar problemas de
alteracdo na integridade das membranas celulares resultando na reducdo da capacidade do

espermatozoide de fecundar o ovocito (Streit-Junior et al. 2009).

2.3.3 Integridade de membrana

Os processos de congelamento e descongelamento podem resultar em grande
mortalidade dos espermatozoides, principalmente por danificarem estruturas celulares, como
por exemplo, a membrana celular, e isso implicaria em reducdo da taxa de fertilizacdo. A
fragmentacdo do DNA no esperma é frequentemente resultado do estresse oxidativo gerado no
processo de criopreservacdo e as membranas celulares sdo particularmente sensiveis a esse
fendmeno, pois contém altas proporcdes de acidos graxos poliinsaturados (Jeuthe et al. 2022).

A integridade da membrana espermatica € normalmente utilizada como um dos
indicadores da quantidade de espermatozoides vivos e mortos. Cuja técnica é baseada na
alteracdo da permeabilidade da membrana para certos ions a partir do momento em que ocorre
a morte celular, ap6s lesbes na membrana plasmatica. Dessa forma, existem métodos que
usufruem de corantes especificos aplicados sobre a amostras de sémen, permitindo identificar
gametas vivos e mortos através de analise direta sob microscopio como a coloracdo
eosina/negrosina (Teodozia et al. 2020).

Em trabalhos realizados com truta arco-iris a proporcéo de gametas vivos e mortos se
correlacionava com a estimativa percentual subjetiva da motilidade espermatica (Maria et al.
2015).

2.4 Arthrospira platensis

A Arthrospira é uma cianobactéria azul esverdeada considerada um antioxidante natural
com atividade antiperoxidativa lipidica, composta por vitaminas, minerais, proteinas, acido c-

linoléico (lipidios). Além disso, o sistema de protecdo antioxidante da Arthrospira ainda
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comporta agentes enzimaticos como a SOD, GPx, CAT, bem como componentes nao
enzimaticos como carotendides, &cido ascorbico, tocoferol, derivados da clorofila (Zeitoun et
al. 2022).

J&4 existem trabalhos relatando o efeito positivo da Arthrospira na qualidade
espermatica, como o trabalho de Granaci (2007) onde os resultados referentes ao volume de
ejaculacdo (aumento de 27,98% em comparacdo ao grupo controle) e motilidade dos
espermatozoides (aumento de 12,5%) aumentaram em suinos que estavam sob administracdo
de injecdes de extratos a base de A. platensis. Além disso, a adi¢ao de Arthrospira sobre solucado
crioprotetora melhorou a qualidade do sémen de bdfalos quanto aos parametros de atividade
antioxidante e diminuicdo das taxas de peroxidacdo lipidica dos espermatozoides
criopreservados, aumento de 23,34% da motilidade pos-descongelamento em comparagdo com
0 grupo controle e uma diminuicdo de 10% a menos em comparacdo ao grupo controle em

relacdo a danos ao acrossoma. (Badr et al. 2021).

As algas de forma geral possuem varios sistemas de defesa antioxidante, enzimaticos e
ndo enzimaticos, fazendo a manutencdo das ERO’S e protegendo as células. O sistema de
desintoxicacdo enzimatico consegue reduzir a maioria dos compostos toxicos. O sistema
enzimatico elimina efetivamente os radicais de oxigénio, enquanto os carotenoides e 0s
tocoferdis removem as ERO’S diretamente do leito pigmentar das algas, fornecendo protegdo

adequada sob condicdes de estresse (El-Baky et al. 2009).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a suplementacdo de diferentes concentracfes

de Arthrospira plantesis em protocolo crioprotetor para a espécie Piaractus mesopotamicus.

3.2. Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho séo:
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- Estudar a eficécia de Arthrospira plantesis sobre a qualidade através de avaliagdes de
motilidade espermaética, estresse oxidativo, taxa de fertilizacdo e integridade de membrana do
sémen pos descongelamento

- Identificar a influéncia da Arthrospira plantesis sobre o estresse oxidativo e
descongelamento espermaético através da avaliagcdo da atividade enzimética da SOD, CAT e
GST;

- Verificar a taxa de fertilizacdo e desenvolvimento das larvas apds o uso de sémen

congelado suplementado com Arthrospira plantesis.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Declaracéo de ética

Todos os procedimentos experimentais deste estudo foram conduzidos em estrita
conformidade com o Comité de Etica em Experimentagio Animal da Universidade Federal de
Lavras- UFLA, Lavras, MG, Brasil, sob o0 n® 055/22.

4.2 Animais e estrutura

O trabalho foi desenvolvido durante as estacOes reprodutivas de 2022/2023 e
2023/2024, no més de janeiro de 2023 e janeiro de 2024, quando foram utilizados 6 machos de
Piaractus mesopotamicus (média de peso + 966¢) provenientes da Estacdo de Piscicultura da
Companhia Energética de Minas Gerais (CEMIG). A estacdo esta localizada as margens do rio

Grande, bacia do Parana Superior, na cidade de Itutinga, em Minas Gerais.

Os reprodutores utilizados para o experimento foram mantidos em viveiros escavados
(Figura 3) e a selecdo para obtencéo de gametas ocorreu através da observacéo de caracteristicas
externas como papila urogenital hiperémica e liberacdo sémen sob leve massagem abdominal.
Apds a captura, os animais foram pesados e transferidos para aquarios de vidro da propria
instalacdo de piscicultura, posteriormente foram submetidos a tratamento com extrato bruto de
hipofise de carpa (EBHC) para induzir a espermiacdo. A dose utilizada foi de aplicagdo Unica
de 1 mg Kg* e ap6s 7 horas da aplicagdo os gametas foram coletados de acordo com o manejo
da estacdo. Ou seja, ap6s limpar e enxugar a papila urogenital com toalha de papel, foram
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realizadas massagens manuais na parede da cavidade celomatica, no sentido antero-posterior
(Figura 4), tomando-se cuidado para que ndo ocorresse contaminagdo com fezes, urina, sangue
ou agua do tanque, onde até o envase das palhetas, 0 sémen foi mantido em tubos de fundo

conico do tipo Falcon de 15ml e em caixa térmica com gelo (- 4°C).

Figura 3 — Exemplo de viveiro escavado da Estacdo de Piscicultura da Companhia Energética
de Minas Gerais (CEMIG)

Fonte: Autor (2023)

Figura 4 — Massagem realizada na cavidade celomatica em sentido cranio-caudal para coleta
de sémen de P. mesopotamicus e utilizagdo no experimento

Fonte: Autor (2023)
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4.3 Avaliagéo do sémen fresco

A concentracdo espermatica foi estimada com o auxilio de uma cdmara hematimétrica
tipo Neubauer “Improved” através da contagem de 5 quadrados. Uma aliquota de IuL
proveniente da mistura de 1 uL de sémen previamente diluida em 999 pL de solugéo de formol
citrato (2,99 de citrato de sodio, agua destilada g.s.p 100mL, 4 mL de solugdo comercial de
formaldeido 35%), foi colocada na camara hematimétrica e o valor obtido foi multiplicado pelo
fator de correcdo 10.000, encontrando-se assim a quantidade de células por mm3 A
transformacdo em espermatozoides/mL foi realizada multiplicando-se os valores encontrados

por 10° (Os valores foram expressos como: resultado x 10° spz/ml) (Miliorini et al. 2002).

A concentracdo espermatica dos 6 machos utilizados nos experimentos encontra-se mais
detalhada na tabela a seguir (Tabela 1). Onde foi observado o valor médio de 10,36 x 10°
espermatozoides por ml (estendendo-se de 3,87x10° a 14,62x10° espermatozoides por ml de

sémen).

Tabela 1 — Volume e concentracdo espermatica obtida do sémen fresco de P. mesopotamicus

(n=6)
Animal Peso corporal (g)  Volume de sémen  Espermatozoides x

(mL) 10%/ml (mL)

Branco/azul 600 7 14,45

Branco 1000 8 6,95

Branco/marrom 1000 6 13,70

Vermelho 1000 9,5 8,57

Branco/verde 1000 7 3,87

Azul 1200 11,5 14,62
Valores médios 966,66+179,50 8,1+1,84 10,36+4,14

Fonte: Autor (2024)

Para ativacdo da motilidade do sémen fresco uma aliquota de 1 pL de sémen de cada
animal foi depositada em lamina histoldgica de vidro e homogeneizada com 10 pL agua retirada
diretamente do tanque de vidro onde os animais estavam sendo mantidos. A motilidade
espermatica, das amostras de sémen fresco foi observada em microscépio Optico de luz sob
aumento de 10x sendo estimada em porcentagem média de células moveis em trés campos, em

uma escala de 0-100%. A duracéo foi determinada a partir da homogeneizacdo da amostra de
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sémen com a amostra da agua do tanque, onde estavam 0s animais, até que restassem apenas

10% de espermatozoides moveis.

Para avaliacdo do sémen fresco, os parametros foram determinados de forma subjetiva
(avaliacdo realizada apenas utilizando microscopio Optico) e os valores encontrados estdo
expressos no tdpico de resultados.

4.4 Congelamento do sémen de Piaractus mesopotamicus

Os tratamentos (Tabela 2) (diluidor + crioprotetor + suplementagédo) foram elaborados
com base nos trabalhos de Zeitoun et al. (2022), Badr et al. (2021) e Streit-Junior et al. (2006),
utilizando uma solucdo crioprotetora base (5% de DMSO + 4% de glicose diluido em 100 mL
de &gua destilada), onde esta solucao foi utilizada como grupo controle (grupo A) e os demais
tratamentos propostos foram acrescidos com Arthrospira platensis no seguinte esquema, grupo
B (' solucéo base acrescida de 2% de Arthrospira), grupo C ( solucéo base acrescida de 4% de
Arthrospira), grupo D ( solucéo base acrescida de 6% de Arthrospira) e grupo E ( solucédo base
acrescida de 8% de Arthrospira). A diluicdo final do sémen foi de 1:3 (sémen:diluidor +
crioprotetor interno 5% + crioprotetor externo 4% + suplementacdo com diferentes

concentragOes de Arthrospira platensis).

Tabela 2 — Composicdo dos tratamentos utilizados para o congelamento do sémen de P.
mesopotamicus

Tratamento Composicéo

A — Controle Solucdo base
B Solucéo base + 2mg DE Arthrospira
C Solucéo base + 4mg DE Arthrospira
D Solucéo base + 6mg DE Arthrospira
E Solucéo base + 8mg DE Arthrospira

Fonte: Autor (2024)
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Para a elaboracéo da solugéo crioprotetora, foram pesadas as diferentes concentragdes
de Arthrospira em p6 obtida comercialmente (Tabela 3) e ap6s isso, em um becker, foi
adicionado glicose + DMSO, homogeneizados e por ultimo adicionado a Arthrospira em po,
além disso foi necessario esquentar o recipiente enquanto ocorria a jun¢do dos componentes e

adicionada a Arthrospira em p6 para que a homogeneizacdo fosse satisfatoria.

Tabela 3 — Composi¢do da Arthrospira em p6 (SPIRULINA platensis em pd, OLSON
Macronutrigcdo)

Componente Peso (9)

Carboidratos 04
Proteinas 0,9
Gordura totais 0,1
Gordura saturada 0
Gordura trans 0
Fibra alimentar 0

Saédio 0,016,

Valores ajustados para uma porcdo de 1,59

Fonte: Autor (2024)

Os valores relacionados a osmolaridade também foram mensurados, utilizando um

osmometro de pressdo de vapor (Wescor vapro 5520, Logan, EUA).

O sémen de 6 machos foi coletado e avaliado quanto ao volume total obtido (Figura 5)
e envasado em palhetas de 0,5 mL (Minitub do Brasil®), acondicionadas em vapor de nitrogénio
liquido de botijao DRY Shipper por um periodo de 24 horas. Ao final foram geradas 5 palhetas
por tratamento por animal totalizando 150 palhetas no experimento (5 palhetas x 6 animais x 5

tratamentos).

Em seguida as palhetas foram transferidas para o botijdo de nitrogénio liquido onde
ficaram armazenadas por um periodo de 90 dias, até serem coletadas amostras para os testes de

estresse oxidativo. Alem disso, apos um periodo de 12 meses pds coleta do sémen, este foi
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descongelado novamente para a realizacdo das analises de motilidade utilizando o CASA
(Computerized Semen Analysis System), também foram realizadas avaliagdes da integridade
de membrana e realizacdo do teste de fertilizacdo. A ativacdo espermatica foi realizada com
solucéo de 1% de NaHCO:a.

Figura 5 — Volume do sémen coletado de P. mesopotamicus para congelamento

Fonte: Autor (2023)

4.5 Motilidade esperméatica do sémen congelado

As andlises de esperma foram realizadas usando CASA (Computerized Semen Analysis
System). A motilidade foi ativada com solucéo de 1% de NaHCOs.em uma camara de contagem
MaklerTM (Sef-Medical Instruments Ltd., Haifa, Israel) acoplada a um microscopio de
contraste de fase (Eclipse E200, Nikon, Toquio, Japdo), (objetiva de 20 x), utilizando um filtro
verde. O semen foi avaliado numa proporc¢éo de diluigéo final de 0,3 pl : 20 pl (sémen/ativador).
O microscopio foi ligado a uma cdmara de video (Basler Vision Technologies TMAG02FC,
Ahrensburg, Alemanha) que gera 50 imagens por segundo e a gravacdo de video comegou
aproximadamente 10 s ap0s a ativacdo (FIGURA 6). As imagens foram analisadas usando
configuracOes padréo de FISH usando o software Sperm Class AnalyzerTM (SCATM 2010,
Microptics, SL Versédo 5.1,Barcelona, Espanha). Foram considerados 0s seguintes parametros:

motilidade geral (Mot. Geral), motilidade progressiva (Mot. Progre.), velocidade curvilinear
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(VCL, um/s), velocidade em linha reta (VSL, um/s), velocidade média de percurso (VAP, um/s)
e frequéncia de batimento (BCF, hz). Uma média de 1026,57+318,50 células espermaticas
foram seguidas ao longo das imagens de video gravadas num campo para determinar estes

parametros.

4.6 Integridade de membrana

A avaliacdo da integridade da membrana foi efetuada utilizando a técnica de coloracao
com nigrosina-eosina. O esperma foi corado com nigrosina-eosina (1 pl de esperma: 10 pl de
nigrosineosina), e 200 células foram contadas em campos distintos da I&mina histoldgica sob
microscopio de luz (Eclipse E200, Nikon, Téquio, Japdo) com ampliacdo de 400 vezes. Cada
palheta (animal/tratamento) foi analisada e espermatozoides brancos (sem coloracdo) foram
considerados como tendo uma membrana intacta e aqueles com cabeca rosa ou vermelha foram
considerados como tendo membranas danificadas. A integridade da membrana foi calculada
como a percentagem de células ndo coradas em relagcdo ao total de células contadas e em

porcentagem

4.7 Enzimas do estresse oxidativo

Apos um periodo de 90 dias do congelamento, 30 palhetas foram descongeladas (1 para
cada tratamento/animal) e alocadas temporariamente em caixa de isopor contendo nitrogénio
liquido e anélises foram realizadas no plasma seminal. Os resultados foram normalizados para

o teor de proteina total, determinado por método de Bradford.

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi realizada de acordo com (Madesh;
Balasubramanian, 1998) baseado na autoxidagédo do pirogalol. A atividade da SOD foi expressa
em unidades por mg de proteina, onde uma unidade de atividade da SOD é definida como a
quantidade da enzima necessaria para produzir 50% de dismutacéo do radical superdxido por

minuto, sendo a leitura realizada a 570nn.

A atividade da Catalase (CAT) foi mensurada a 240nm (Aebi, 1984), neste método ha
uma diminuic¢éo da absorbancia em 240nm devido a degradacgéo do peroxido de hidrogénio em

oxigénio e agua. Os resultados foram expressos de modo que uma unidade de atividade da CAT
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foi igual a p/mol de H20, degradado por minuto por mg de proteina. As leituras das
absorbancias foram realizadas a cada 15 segundos por 3 minutos.

A atividade da Glutationa-S-transferase (GST) foi mensurada através da formacédo do
conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno estimada pela reducdo da absorbancia a 340 nm por 3
minutos, em espectofotdmetro (Habig; jakoby, 1981). Os resultados foram expressos de modo

gue uma unidade de atividade da GST foi definida como nmol/min/mg de proteina.

4.8 Taxa de fertilizacéo

O teste de fertilizacdo foi realizado 12 meses ap6s a coleta do sémen (estacdo
reprodutiva de 2023/2024) e para sua realizacdo 2 fémeas de P. mesopotamicus (meédia de peso
+ 2100g) foram induzidas utilizando duas aplicagcdes (10% na primeira aplicacdo e apds 12h
aplicacdo de 90%) seguindo a dose recomendada de 5 mg/kg. Apds a coleta da desova (7h ap6s
a segunda aplicacdo), foi feito um pool da mesma e retirado 0,2 g de odcitos (média de 300
odcitos) que foram pesados em copos descartaveis de 50 mL, além disso uma palheta por
animal/tratamento foi descongelado (60 °C por 8 s). Também foi recolhido o sémen fresco de
dois machos (previamente também induzidos com a dose recomendada de 1 mg/kg) e utilizado
como controle para o teste. Para ativar a fertilizacao foi adicionado 3 mL de solu¢cdo composta
por 1 % NaCHOs3 aos copos, ademais foram efetuados movimentos circulares durante 90s e 0s
ovos foram transferidos aleatoriamente para incubadoras experimentais compostas por
armagcdes feitas em cano PVC. As incubadoras foram dispostas no proprio tanque onde se
encontravam 0s animais previamente, com oxigenacao e renovacgao constante de agua, onde 0s
0V0S permaneceram em movimento em temperatura média de 28°C (Figura 6). A taxa de
fertilizacdo foi determinada 8 h ap0s a fertilizacdo, quando o fechamento do blastoporo pode
ser observado, analisando todos os ovos de cada incubadora usando uma estereomicroscopio.

O resultado do célculo da taxa de fertilizagdo (%) esta representado da seguinte forma:

numero de ovos fertilizados

X 100

Taxa de fertilizacao = -
numero total de ovos
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Figura 6 — Incubadoras experimentais utilizadas para a realizacéo da taxa de fertilizacdo de
sémen de P. mesopotamicus

Fonte: Autor (2023)

4.9 Morfometria larval

Apbs o teste de fertilizacdo, as larvas resultantes dos diferentes tratamentos foram
alocadas em aquarios situados em racks automaticas, com um numero de 15 larvas aquério. E
com 6 dias pos eclosdo (dpe), antes do inicio da alimentacdo exdgena, amostras de 10 larvas
por tratamento foram submetidas a avaliagdes morfométricas de acordo com Paula (2012),
mensurando-se o comprimento total (focinho até a extremidade da nadadeira caudal), altura do
corpo (regido de maior altura no nivel da nadadeira peitoral) e diametro do olho (didametro do

olho em um plano antero-posterior) para acompanhamento do desenvolvimento.

4.10 Analises estatisticas

Os dados foram analisados utilizando o software Minitab® 19.1 (State College,
Pensilvania, Estados Unidos). Os resultados séo apresentados como média + desvio padrdo. A
normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade das
variancias pelo teste de Levene. Quando necessario, os dados foram transformados para atender

pressupostos de normalidade e homocedasticidade usando 0 modelo Box-Cox. Para avaliar as
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diferengas entre os tratamentos, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) seguida do teste

post-hoc de Tukey.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao do sémen fresco

A avaliacdo dos parametros espermaticos do sémen in natura é muito importante quando
se considera o processo de criopreservacdo, uma vez que, a utilizacdo de material de boa
qualidade é preconizada (Cabrita et al. 2010). Os valores referentes a motilidade subjetiva e

duragédo da motilidade podem ser encontrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Médias da motilidade (%) e duracdo (s) espermaticas do sémen fresco de P.
mesopotamicus utilizado para o congelamento (n=6)

Animal Motilidade subjetiva (%)  Duracéo (s) (Até restarem
10% viaveis)
1 100 60
2 100 55
3 100 38
4 100 44
5 100 44
6 100 55

Fonte: Autor (2024)

Os valores obtidos nesse trabalho (tabela 4) em relacdo a motilidade superam aqueles
encontrados por Streit-Junior et al. (2006) e Carvalho (2012), sendo 79,5% e 85%

respectivamente.

E importante mencionar que fatores como variagio ambiental, genética, periodo da
estacdo reprodutiva podem justificar essa diferenga, uma vez que elas sdo capazes de influenciar

na qualidade do sémen (Kopeika; Kopeika, 2008).

5.2 Osmolaridade
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Esta variavel possui relevancia para o processo de criopreservacdo espermatica de
peixes, pois diferentemente do sémen de mamiferos, o sémen de peixes necessita de uma
diferenca entre a osmolaridade do sémen e do meio em que Se encontra para que ocorra a
ativacdo dos espermatozoides. Dessa forma, € importante para a técnica de criopreservacao que
a solucéo crioprotetora ndo possua uma diferenca significativa que implique na ativacdo dos
espermatozoides de forma prévia (Motta et al. 2021). Os valores encontrados estao expressos

na Tabela 5.

Tabela 5 — Osmolaridade das solugdes tratamento utilizadas no congelamento do sémen de P.
mesopotamicus

Tratamento Osmolaridade (osmol)
A — Controle 1104

B — Solucéo base + 2mg de spirulina 1125

C — Solucédo base + 4mg de spirulina 1117

D — Solugéo base + 6 mg de spirulina 1125

E — Solucédo base + 8mg de spirulina 1109

Fonte: Autor (2024)

Os espermatozoides se encontram imoéveis na gbnada e um dos principais requisitos é
que os diluidores possuam osmolaridade igual ou superior para que ndo ativem o0s
espermatozoides de forma prévia (Motta et al. 2021). E considerando-se que o plasma seminal
de peixes de agua doce apresenta uma osmolaridade de 230 a 346 mOsm/kg, os valores
apresentados acima atendem o requisito.

5.3 Motilidade espermatica pés descongelamento

Os resultados apresentados apontam que ndo houve diferencas significativas (p>0,05)
para as variaveis relacionadas a motilidade espermatica do sémen de P. mesopotamicus
suplementado com A. platensis pos descongelamento (Motilidade total, motilidade progressiva,
VCL, VSL, VAP e BCF) entre os diferentes tratamentos e em relagcdo ao grupo controle. Os
valores médios estdo apresentados na Tabela 6. Porém, vale ressaltar que todos os tratamentos
e 0 grupo controle apresentaram médias consideradas satisfatorias em um protocolo de

criopreservacao.
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Tabela 6 — Média e desvio padrdo da taxa de motilidade, motilidade progressiva, VCL, VSL,

VAP, BCF e nimero de espermatozoides avaliados por amostra do sémen de P.
mesopotamicus congelado com diferentes concentragdes de Arthrospira platensis e
utilizando 1% de NaHCO3 como ativador durante o descongelamento (Continua)

Trat. Mot. Geral Mot. VCL VSL
(%) Progre. (um/s) (um/s)
(%)
A 34,3+24,2 5,30+4,73 64,06£6,29 29,83+7,51
B 50,80+15,98 8,65+2,32 66,13+5,30 35,23+4,90
C 38,01+3,51 4,71+0,15 57,66+4,97 30,80+1,91
D 4554+11,32 7,17+1,83 64,96+459 33,67+4,64
E 39,4149,42 7,46+4,92 63,04+7,06 34,69+12,35

Tabela 6 — Média e desvio padrdo da taxa de motilidade, motilidade progressiva, VCL, VSL,

VAP, BCF e nimero de espermatozoides avaliados por amostra do sémen de P.
mesopotamicus congelado com diferentes concentragdes de Arthrospira platensis e
utilizando 1% de NaHCO3 como ativador durante o descongelamento (Concluséo)

Trat. VAP BCF (hz) N° DE

(Um/s) ESPERMAT.
AVALIADOS

A 46,35+6,04 12,04+1,14 8971287

Controle

B 48,24+0,89 11,47+0,87 1029+302

C 44 63+3,24 11,84+0,63 098+261

D 49.29+389 11,37+0,47 1148+265

E 49,02+9,21 11,47+1,73 1030+493

Fonte: Autor (2024)

Diferentemente dos resultados obtidos por Mizera et al. (2019), onde a suplementacéo

com Arthrospira foi capaz de aumentar de aumentar os parametros de VCL, VSL, VAP e

motilidade progressiva no sémen de touros simental, o presente trabalho ndo apresentou o

mesmo impacto na qualidade de motilidade do sémen de P. mesopotamicus. Resultado este,

qgue também diverge com aqueles encontrados por Khair et al. (2021), que testou a

suplementacdo com Arthrospira no sémen de ratos intoxicados com arsénico, onde além de

apresentar influencia antioxidante, foi capaz de melhorar a motilidade dos espermatozoides.
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Segundo Sandoval-Vargas et al. (2021) o sistema de defesa antioxidante do sémen de
peixes, consiste em uma diversidade de substdncias antioxidantes enzimticas e n&o
enzimaticas, sendo as mais abundantes a superoxido dismutase (SOD), o &cido Urico e o acido
ascorbico. Porém, ndo parece existir uma relacdo sélida entre a defesa antioxidante do sémen,
a suplementacdo de meios de criopreservacdo e a protecdo contra os danos causados pela
criopreservagdo. Isto pode implicar que as ERO’s ndo s3o as principais fontes de lesdes
celulares durante a criopreservacdo do sémen de peixes, ou que 0s antioxidantes suplementados
ndo tém efeito sinérgico e protetor suficiente. Para testar esta hipotese, novas pesquisas devem
ser realizadas para determinar marcadores de estresse oxidativo combinados com 0s respectivos
testes de qualidade do esperma. Principalmente porque a maioria dos estudos realizados
baseiam-se na deteccdo de respostas relacionadas a motilidade espermatica, integridade da
membrana, fertilidade e deterioragdo do DNA. Com excecdo da integridade do DNA, estas ndo

sdo metodologias adequadas para determinar o estresse oxidativo.

5.4 Estresse oxidativo

O trabalho mostrou que ndo houve diferenca estatistica para a atividade da SOD e GST
nos diferentes tratamentos. Em relacdo a CAT, também ndo houve diferenca estatistica entre as
atividades enzimaéticas encontradas entre os tratamentos e o grupo controle, porém houve
diferenca entres os tratamentos B e D com o tratamento C. Sendo evidenciado na Tabela 7 a

sequir.

Tabela 7 — Atividade enzimatica antioxidante de sémen congelado de P. mesopotamicus
suplementado com Arthrospira

Tratamento SOD (U-SOD/mg CAT (U-CAT/mg GST (U-GST/mg

de proteina) de proteina) de proteina)
A 85,07+55,40 5,48+1,87% 383,41+167,56
B 61,01+47,95 7,48+4,112 300,32+149,07
C 74,31+20,18 3,66+3,25° 288,79+61,37
D 109,58+116,35 7,23+1,812 348,72+204,19
E 80,44+27,40 5,42+2,38% 254,07+58,98

Dados sdo expressos como média + desvio padrdo. Médias que ndo compartilham uma letra na mesma
coluna sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05).

Fonte: Autor (2024)
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Segundo Zeitoun et al. (2022) e Badr et al. (2021) a suplementacdo com Arthrospira
platensis no congelamento de sémen de garanhGes arabes e bufalos, respectivamente nos
trabalhos, resultou em impactos sobre a atividade enzimatica antioxidante do sémen desses
animais, ponto este de divergéncia com o presente trabalho, onde como demonstrado na Tabela
7, tanto em relagdo a SOD, quanto a GST ndo houve diferenca significativa com 0 grupo
controle e mesmo a CAT ndo apresentou diferenca entre os tratamentos e o grupo controle.

Uma possivel explicacdo para os efeitos diferenciados encontrados neste trabalho, em
relacdo a atividade antioxidante, sdo os efeitos espécie-especificos exercidos pelos préprios
antioxidantes ao serem adicionados nos meios de congelamento, assim como mencionado no
trabalho de revisdo de Lopes et al. (2016) e no trabalho de Salmito-Vanderley et al. (2016). Por
exemplo, Pena et al. (2003) de javali encontrou boas taxas de motilidade espermatica quando
adicionou vitamina E aos meios de congelagdo. Diferentemente, Cabrita et al. (2011) e Navarro
et al. (2014) ndo obtiveram bons resultados para este parametro quando adicionaram este
mesmo antioxidante aos meios de diluicdo seminal de Sparus aurata e Dicentrarchus labrax e

de P. lineatus, respectivamente.

5.5 Integridade de membrana

Ndo houve diferencas na integridade da membrana dos espermatozoOides pds-
descongelamento entre o grupo controle e os diferentes tratamentos com Arthrospira em
esperma criopreservado de P. mesopotamicus. Os valores relacionados a viabilidade das células
avaliadas nos diferentes tratamentos estéo descritos na Tabela 8.

Tabela 8 — Média e desvio padrdo da integridade da membrana (%) pés-descongelamento do
sémen de P. mesopotamicus criopreservado com diferentes concentracBes de
Arthrospira (Continua)

Tratamento Meédia
A 49,00+17,07

B 62,80+8,23
C 58,33+1,15
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Tabela 8 — Média e desvio padrao da integridade da membrana (%) pds-descongelamento do
sémen de P. mesopotamicus criopreservado com diferentes concentracbes de
Arthrospira (Concluséo)

Tratamento Média

D 57,17+11,67

E 63,00+4,94
Fonte: Autor (2024)

Semelhante aos resultados de Djalil et al. (2019), o presente trabalho também néao
evidenciou diferenca estatistica em relacdo aos resultados encontrados quanto a variavel de
integridade de membrana e a utilizacdo de Arthrospira.. No presente estudo, esta falta de
diferenca estatistica entre o grupo controle e os diferentes tratamentos com suplementacao de
Arthrospira pode estar relacionada com o efeito do extensor de glicose, que ja atua como um

crioprotetor extracelular e tem a funcéo de estabilizar a membrana (Varela-Junior et al. 2015).

5.6 Taxa de fertilizacéo

N&o houve diferencas estatisticas entre as taxas de fertilizacdo entre o grupo controle e
o0s tratamentos, apenas entre o tratamento E os demais tratamentos testados. Os valores estdo

evidenciados na Tabela 9.

Tabela 9 — Taxa de fertilizacdo do sémen congelado de P. mesopotamicus em diferentes
tratamentos com suplementacao de Arthrospira

Variavel Tratamento Média
Taxa de fertilizagdo (%) SEMEN 90,62+1,122
FRESCO
A 51,94+12 64"
B 41,13+16,96°¢
C 28,50+9,18°
D 36,50+0,00°
E 70,33+13,90°

Dados sdo expressos como média + desvio padrdo. Médias que ndo compartilham uma letra na mesma
coluna sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05).

Fonte: Autor (2024)
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Diferentemente dos resultados encontrados por El-Ratel et al. (2020), que demonstrou
um efeito positivo na capacidade de fertilizagdo dos espermatozoides de machos de coelho
egipcio tratados com Arthrospira, o presente trabalho ndo evidenciou diferenca estatistica para

os resultados de fertilizacdo entre os tratamentos e o grupo controle.

Os resultados encontrados no presente trabalho podem ser explicados pelo impacto que
0 ovocito tem em relacéo a taxa de fertilizagdo, onde de acordo com Allaman et al. (2012) em
trabalho realizado com exemplares de curimba (Prochilodus lineatus) verificou-se que houve
maior efeito materno sobre as taxas de fertilizacdo e ecloséo, além de evidenciar que o efeito

paterno foi expressivamente menor.

Além disso, outros fatores externos também sdo capazes de influenciar a taxa de
fertilizacdo, como o volume da solucédo ativadora, onde até mesmo grandes volumes de agua
como solugdo ativadora podem levar a uma diminuigéo nas taxas de fertilizagdo pois permitem
0 estabelecimento de uma situacdo de diluicdo do sémen e como consequéncia, reducdo da

possibilidade de encontro entre o espermatozoide e a micrépila (Leite et al. 2013).

5.7 Morfometria larval

N&o houve diferencas entre as larvas provenientes do grupo controle e as larvas
provenientes dos demais tratamentos. Os valores relacionados a mensura¢do morfomeétrica

estdo evidenciados na Tabela 10.

Tabela 10 — Média e desvio padrdo dos parametros morfométricos relacionados ao
desenvolvimento das larvas de 6dpe provenientes dos tratamentos com

diferentes concentracGes de Arthrospira platensis. (Continua)
Variavel Tratamento Media
COMPRIMENTO TOTAL (mm) SEMEN FRESCO 5,68+0,11
A 5,61+0,09
B 5,69+0,06
C 5,62+0,04
E 5,62+0,07

ALTURA DO CORPO (mm) SEMEN FRESCO 0,88+0,04
A 0,95+0,05
B 0,91+0,01
C 0,95+0,01
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Tabela 10 — Média e desvio padrdo dos parametros morfométricos relacionados ao
desenvolvimento das larvas de 6dpe provenientes dos tratamentos com

diferentes concentragdes de Arthrospira platensis. (Conclusao)
Variavel Tratamento Média
ALTURA DO CORPO (mm) E 0,91+0,01
DIAMETRO ANTERO- SEMEN FRESCO 0,39+0,01
POSTERIOR DO OLHO (mm)
A 0,39+0,01
B 0,38+0,01
C 0,37+0,01
E 0,38+0,01

Fonte: Autor (2024)

Os resultados obtidos condizem com o desenvolvimento descrito por Paula (2012), onde
a média das larvas com 6dpe possuiam 5,89mm de comprimento total. Em relacdo as outras
variaveis, estas também condizem com o trabalho mencionado. Dessa forma, observadas apds
o0 congelamento néo influenciaram na sobrevivéncia e morfologia das larvas produzidas com

esse sémen

Segundo Santin et al. (2004) o grau de desenvolvimento dos peixes em geral esta
relacionado a uma série de fatores, dentre os quais se pode ressaltar a disponibilidade de
alimento e condicdes de temperatura, 0 que no caso do experimento ndo foi possivel observar,

uma vez que este foi conduzido até a os 6dpe.
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6 CONCLUSAO

Considerando-se todos os resultados encontrados no presente trabalho, as concentracfes
de Arthrospira platensis utilizadas ndo foram capazes de influenciar os parametros relacionados
a motilidade e integridade de membrana dos espermatozoides derivados do congelamento de
sémen da espécie Piaractus mesopotamicus suplementados com a A. platensis. Também néo
foram capazes de influenciar o desenvolvimento das larvas. Logo, a suplementacdo com A.
platensis, nas diferentes concentragdes testadas no presente trabalho, ndo foram capazes de
influenciar os parametros relacionados a motilidade espermética pos-descongelamento de
sémen da espécie P, mesopotamicus. E considerando-se os resultados relacionados a atividade
enzimatica e taxa de fertilizacdo, sdo necessarios mais estudos acerca da utilizacdo da A.
platensis na suplementacdo de solugdes crioprotetoras, além da necessidade da aplicacdo de
outros testes mais especificos, como marcadores de estresse oxidativo e analises de integridade
de DNA.
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