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RESUMO

O tambaqui (Colossoma macropomum) ¢ um peixe neotropical oriundo da bacia do Rio
Amazonas com elevado potencial aquicola, sendo a espécie de peixe nativo mais produzida no
Brasil. Nesse cenario, sdo necessarias pesquisas € novas tecnologias que impulsionem o
crescimento produtivo da espécie, sobretudo aquelas relacionadas ao seu processo reprodutivo.
Dentre os avangos biotecnologicos alusivos a reproducdo do tambaqui, destaca-se a técnica de
resfriamento seminal. Contudo, esse processo contribui para o estresse oxidativo e dano celular
gamético. Como alternativa € proposto a adicdo de compostos antioxidantes ao meio diluidor,
tais quais, os polissacarideos sulfatados (PS). Assim, este trabalho tem por objetivo avaliar o
efeito do uso de diferentes concentracdes de polissacarideos sulfatados da macroalga marinha
Ascophyllum nodosum sobre os pardmetros de qualidade espermatica do s€men resfriado de
tambaqui. Para isso, foram utilizados dois tratamentos controle: T1 (sémen in natura) e T2
(sémen + 4gua de coco em po, ACP®-104); e trés grupos experimentais: T3 (sémen + ACP®-
104 + 0,25 mg.mL" de PS), T4 (sémen + ACP®-104 + 0,50 mg.mL"! de PS) e T5 (sémen +
ACP®-104 + 0,75 mg.mL™! de PS). As amostras foram submetidas ao resfriamento e mantidas
nessa condi¢do durante 6, 12, 24, 48 e 72 horas, a temperatura de 4 °C. Durante cada periodo,
as amostras foram analisadas quanto a motilidade total, velocidade curvilinear (VCL),
velocidade em linha reta (VSL), velocidade média do percurso (VAP), morfologia, integridade
da membrana e do DNA espermatico. Apds 24 horas, para o tratamento in natura, observou-se
uma brusca queda nos valores de todos os parametros espermaticos estudados. Enquanto que o
tratamento T2, proporcionou melhores médias de motilidade total (44,8 + 10,7%), VCL (55,8
+ 18,7%), VSL (44,4 + 15,5%), VAP (52,1 + 12,7%) e integridade de DNA (19,68 + 1,44%),
do que os tratamentos suplementados com PS. Entretanto, ndo houve diferengas para os
resultados de integridade de membrana e morfologia espermatica. Nao houve diferenca entre
as taxas de fertilizacao para os tratamentos T2 e TS apds 24 horas de resfriamento se comparado
ao sémen fresco. Os resultados sugerem que suplementagdo com PS da macroalga marinha A.
nodosum nao ¢ capaz de manter a qualidade de todos os parametros espermaticos do sémen de
tambaqui armazenado por diferentes tempos a 4 °C. Contudo, ndo apresenta efeitos negativos
sobre a integridade da membrana e na morfologia dos espermatozoides da espécie. Além disso,
é possivel concluir que a adi¢do de 0,75 mg.mL"! de PS promove melhorias sobre a taxa de
fertilizagao em até 24 horas de resfriamento seminal de tambaqui, sendo portanto, recomendado

sua adi¢ao para manuten¢do da capacidade fecundante dos espermatozoides da espécie.

Palavras-chave: conservacao seminal; agente antioxidante; tambaqui.



ABSTRACT

Tambaqui (Colossoma macropomum) is a neotropical fish from the Amazon River basin with
high aquaculture potential, being the most produced native fish species in Brazil. In this
scenario, research and new technologies are needed to boost the productive growth of the
species, especially those related to its reproductive process.Among the biotechnological
advances related to the reproduction of this species, the seminal cooling technique stands out.
However, this process contributes to oxidative stress and gametic cell damage. As an
alternative, it is proposed to add antioxidant compounds to the diluting medium, such as sulfated
polysaccharides (PS). Therefore, this work aims to evaluate the effect of using different
concentrations of sulfated polysaccharides from the marine macroalga Ascophyllium nodosum
on the sperm quality parameters of cooled tambaqui semen. For this, two control treatments
were used: T1 (fresh semen) and T2 (semen + powdered coconut water, ACP®-104); and three
experimental groups: T3 (semen + ACP®-104 + 0.25 mg.mL™! of PS), T4 (semen + ACP®-104
+ 0.50 mg.mL"! of PS) and T5 (semen + ACP®-104 + 0.75 mg.mL™!' PS). The samples were
subjected to cooling and maintained in this condition for 6, 12, 24, 48 and 72 hours, at a
temperature of 4 °C. During each period, samples were analyzed for total motility, curvilinear
velocity (VCL), straight line velocity (VSL), average speed of the route (VAP), morphology,
membrane integrity and sperm DNA. After 24 hours, for the in natura treatment, a sudden drop
in the values of all sperm parameters studied was observed. While the T2 treatment provided
better means of total motility (44.8 + 10.7%), VCL (55.8 £ 18.7%), VSL (44.4 = 15.5%), VAP
(52 .1 +£ 12.7%) and DNA integrity (19.68 = 1.44%) than treatments supplemented with PS.
However, there were no differences in the results of membrane integrity and sperm
morphology. There was no difference between fertilization rates for T2 and T5 treatments after
24 hours of cooling compared to fresh semen. The results suggest that supplementation with PS
from the marine macroalga A. nodosum is not capable of maintaining the quality of all sperm
parameters of tambaqui semen stored for different times at 4 °C. Furthermore, it is possible to
conclude that the addition of 0.75 mg.mL"! of PS promotes improvements in the fertilization
rate within 24 hours of tambaqui seminal cooling, therefore, its addition is recommended to

maintain the fertilizing capacity of sperm of the species.

Keywords: seminal conservation; antioxidant agent; tambaqui.
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1 INTRODUCAO

O tambaqui (Colossoma macropomum; CUVIER, 1816) ¢ um peixe neotropical da
familia Serrasalmidae, nativo da bacia do Rio Amazonas (CALCAGNOTTO; SCHAEFER;
SALLE, 2005). Essa espécie ¢ considerada de grande importancia para o desenvolvimento da
aquicultura no Brasil, sendo o peixe nativo mais produzido comercialmente no pais, com 109,8
mil toneladas, correspondendo a 17,8% da producdo total de pescados produzidos em 2022
(IBGE, 2023). Seu cultivo ¢ impulsionado pelo elevado potencial de crescimento corporal,
elevada produtividade, relativa resisténcia a doencas, tolerancia a altas temperaturas e a
moderadas concentragdes de oxigénio dissolvido na agua de cultivo (LIMA et al., 2019;
SAINT-PAUL, 2017). O C. macropomum ¢é um peixe reofilico de desova total. Sua reproducdo
em confinamento ¢ realizada por meio da fertilizacdo artificial, com o uso da indug¢ao hormonal
para a ovulacdo, espermiacdo e desova (SOUZA et al., 2018; ZOHAR; MYLONAS, 2001).
Avancos biotecnologicos vém sendo observados quanto aos aspectos reprodutivos dessa
espécie, dentre eles, destaca-se a criopreservacao de gametas.

O resfriamento do s€émen ¢ o método de criopreservagao mais barato, simples e menos
estressante, pois atua em maiores temperaturas de armazenamento, em torno de 4°C
(DILAURO et al., 1994; PIRES et al., 2019). O armazenamento hipotérmico de s€émen permite
sua viabilidade por algumas horas ou dias (CARNEIRO et al., 2006; GARCIA et al., 2016).
Tal fato possibilita otimizar o uso dos espermatozoides de bons reprodutores, empregando-os
em tempos e locais diferentes, bem como no momento mais adequado para a realizagcdo da
fertilizagdo. Essa técnica facilita o intercAmbio entre instituicdes de pesquisa e pisciculturas,
diminui os riscos de endocruzamento e elimina a necessidade de transporte de reprodutores
(MARTINEZ-PARAMO et al., 2009).

Apesar de todos esses beneficios, durante a aplicagdo do resfriamento, os gametas sao
submetidos a reducdo da temperatura, o que pode contribuir para o estresse oxidativo. A
aplicagdo do frio pode representar um evento de estresse sobre as células, promovendo a
formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs). Essa producdo desordenada de EROs
propicia a diminui¢do da integridade estrutural e funcional dos espermatozoides (CABRITA et
al., 2014; FIGUEROA et al., 2018; SANDOVAL-VARGAS et al. 2021).

A adicdo de compostos com potencial efeito antioxidante ao meio crioprotetor
espermatico, a fim de reduzir o estresse oxidativo causado por EROs, ¢ uma abordagem recente
e ja testada em diversas espécies de peixes e com diferentes agentes antioxidantes (CABRITA

et al., 2011; FELIX; OLIVEIRA; CABRITA, 2021; FIGUEROA et al., 2018; KUTLUYER et
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al.,2014; Li et al., 2018; MOTTA et al., 2022). Dentre estes, estdo inclusos os polissacarideos
sulfatados (PS).

Os polissacarideos sulfatados sdo polimeros complexos formados por agucares
carregados negativamente pela presenca de radicais de sulfatos. Estes radicais doam elétrons e
exercem poder redutor, além de favorecer sua ligacao as proteinas em solugdo no organismo
(ANAND et al., 2016; JRIDI et al., 2019). Essa especificidade estrutural pode ser responsavel
pelas inimeras atividades bioldgicas vinculadas a essas moléculas bioativas, dentre elas, a
atividade antioxidante (PEREIRA et al., 2020). Os PS competem com os ions superoxidos e
possuem capacidade de quelar ions ferrosos livres, contribuindo com a capacidade antioxidante
(ALBERTINI et al., 2000; CAMPO et al., 2006; QI et al., 2005).

Poucos trabalhos foram realizados com o uso do resfriamento seminal para o tambaqui,
entre eles, ja foram testadas diferentes solucdes diluidoras (GARCIA et al., 2016), adi¢ao de
crioprotetores ao meio diluente (DE OLIVEIRA, 2022) e verificados os efeitos do resfriamento
na qualidade espermatica (PIRES et al., 2019). Contudo, sdo inexistentes trabalhos que
averiguem a fertilizacdo com sémen de tambaqui resfriado com adi¢ao de polissacarideos
sulfatados ao meio diluidor.

Dessa forma, ainda ha a necessidade de aprimorar os protocolos ja existentes para o
armazenamento seminal a curto prazo, a fim de melhorar a qualidade espermatica do sémen
pos-resfriado de C. macropomum e, consequentemente, obter melhores taxas de fertilizagao da

espécie. Tornando assim, o processo reprodutivo mais eficiente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da adi¢ao de polissacarideos sulfatados extraidos da macroalga marinha
Ascophyllum nodosum no meio de resfriamento seminal de Colossoma macropomum, sobre a

qualidade espermatica, durante diferentes tempos de armazenamento a 4 °C.
2.2 Objetivos Especificos

e Verificar os efeitos da suplementagdo do meio de resfriamento seminal de C. macropomum
com diferentes concentracoes de polissacarideos sulfatados, sobre os parametros de cinética,

morfologia, integridade da membrana plasmatica e integridade do DNA espermatico.

e Averiguar qual a concentracao de polissacarideos sulfatados € ideal para suplementar o meio

de resfriamento seminal de C. macropomum.

e Identificar o periodo ideal de armazenamento a 4 °C, que a suplementacao com as diferentes
concentragdes de polissacarideos sulfatados ¢ capaz de manter a viabilidade espermatica de

C. macropomum.

e Analisar a capacidade fecundante dos espermatozoides de tambaqui apos resfriamento

seminal em meio suplementado com diferentes concentragdes de PS.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Colossoma macropomum (CUVIER, 1816)

O Colossoma macropomum (Figura 1), conhecido popularmente como tambaqui ¢é
uma espécie de peixe teledsteo Neotropical amplamente distribuida na América do Sul. Dentre
suas principais caracteristicas morfologicas, destaca-se o formato do corpo arredondado, a
presenca de um dorso alto e regido das costelas amplas, tornando-se mais alongado e levemente
comprimido lateralmente na fase adulta (RODRIGUES et al., 2013). Considerado de grande
porte, o tambaqui pode chegar a 1,0 m de comprimento e pesar até 30 kg (MORAIS;
O'SULLIVAN, 2017). Apresenta nadadeira adiposa raiada, sem a presenca de espinho pré-
dorsal e sua linha lateral ¢ formada por 67 a 76 escamas (ARAUJO-LIMA; GOULDING, 1998).
Sua colora¢do pode variar em fun¢do da cor da 4gua e, juvenis e adultos apresentam uma
mancha escura na regido mediana do corpo, ao nivel de sua linha lateral. O tambaqui possui
dentes molariformes e fortes mandibulas que facilitam sua alimentacao com frutos e sementes,
além disso possui rastros branquiais longos e desenvolvidos, com a capacidade de filtrar o fito
e zooplancton presente na dgua (ARAUJO-LIMA; GOULDING, 1998; MORAIS;
O'SULLIVAN, 2017; SANTOS; FERREIRA; ZUANON, 2009).

Figura 1 — Exemplar de tambaqui (Colossoma macropomum).

Fonte: https://www.aquaculturebrasil.com

Embora seja nativo da bacia do Amazonas e Orinoco, o tambaqui ¢ encontrado
geograficamente na Venezuela, Coldmbia, Peru e Bolivia (VAL; OLIVEIRA, 2021), sendo
também, uma das principais espécies produzidas na aquicultura sul-americana e em varios
paises asiaticos, como China, Indonésia, Maléasia, Mianmar ¢ Vietna (WOYNAROVICH;
VAN-ANROOQY, 2019). No Brasil, essa espécie ¢ considerada de grande importancia para o
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desenvolvimento da aquicultura nacional, sendo o peixe nativo mais produzido comercialmente
no pais (IBGE, 2023).

Em 2022, a producdao brasileira de tambaqui foi de 109,8 mil toneladas,
correspondendo a 17,8% da produgado total de pescado do pais, com destaque para a Regido
Norte, que representa 76,7% de toda a producao brasileira da espécie. De acordo com dados do
IBGE (2023), dentre os principais Estados produtores de tambaqui, destaca-se a Rondonia com
36,7% do volume total da produ¢do nacional, seguido pelos Estados do Maranhdo e Roraima,
ambos com 12,1%, Amazonas (7,3%) e Tocantins (7,2%).

O cultivo de C. macropomum ¢ impulsionado por diversas caracteristicas zootécnicas,
fisiologicas e comportamentais que favorecem seu uso como espécie economicamente viavel a
producao. Dentre elas, destacam-se seu elevado potencial de crescimento, podendo atingir até
30,0 kg de peso corporal e um metro de comprimento (HILSDORF et al., 2022); tolerancia a
moderadas concentracdes de oxigénio dissolvido na dgua devido ao processo de respiragao
superficial aquatica e expansao reversivel dos labios inferiores, chamado de prolapso labial
(VAL; OLIVEIRA, 2021); relativa tolerancia as altas temperaturas e variagcdes de pH
proporcionada por adaptagdes fisioldgicas e bioquimicas, que reduzem os efeitos do estresse
causado (OLIVEIRA; VAL, 2017); e facil adaptacao as condi¢des de cultivo e a alimentagao
com ragdes formuladas (HILSDOREF et al., 2022).

Além da importancia para o setor aquicola, o tambaqui também exerce importancia
ecoldgica pela dispersao de sementes ao longo das florestas alagadas da bacia amazonica. Além
disso, exerce um importante papel social para as comunidades pesqueiras, tendo seu consumo
relacionado a pesca de subsisténcia, muito embora, também tenha papel fundamental para o

comercio local da regido amazonica (HILSDOREF et al., 2022).

3.2 Biologia reprodutiva

O tambaqui € uma espécie reofilica e realiza longas migragdes durante seu periodo
reprodutivo, que segundo Villacorta-Correa e Saint-Paul (1999) ocorre durante os meses de
novembro a fevereiro, coincidindo com o periodo de cheia dos rios. Durante esse periodo, os
adultos saem de varzeas, corregos e lagos, que sdo considerados habitats de alimentagdo, em
direcdo as areas de reproducdo e desova, localizadas ao longo das margens dos principais canais
dos rios, entre as raizes de macrofitas aquaticas (HILSDOREF et al., 2022; VAL; OLIVEIRA,
2021).
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O processo de migracdo ¢ mediado por fatores fisiologicos (hormonais), ambientais
(temperatura, fotoperiodo e pluviosidade) e sociais (presenca do sexo oposto) (VIEIRA;
ISAAC; FABRE, 1999). Em cativeiro, a migragdao, também conhecida como piracema, ¢
impedida de acontecer, ocasionando a supressdo dos processos fisioldogicos que atuam na
reproducdo. Tal fato impede a liberacdo natural dos ovocitos, sendo imprescindivel o uso de
hormonios indutores da desova, como: o extrato pituitirio de carpa (EPC) e os andlogos de
hormonios liberadores de gonadotrofinas (GnRHs). Estes hormonios agem diretamente na
meiose e promovem a maturagdo gonadal final, bem como a liberacdo dos gametas (HARVEY;
CAROLSFELD, 1993; SOUZA et al., 2018).

O tratamento convencional de indu¢do hormonal do tambaqui com EPC ¢
economicamente oneroso €, por vezes, ineficaz para a indugao da reprodugao de todas as fémeas
(KONZEN-FREITAS et al., 2020). Como alternativa ao EPC, Souza ef al., (2018) obtiveram
sucesso na reproducio de fémeas de tambaqui com a utilizacdo do indutor Ovopel® (analogo
de GnRH de mamifero [D-Ala’ Pro’Net-mGnRH] combinado com um antagonista da
dopamina [metoclopramida]). Neste estudo, foi obtida uma taxa de desova de 100% com a
aplicagdo de 0,2 pélete.kg™! do peso corporal. Esses resultados indicam que uma unica dose do
produto (Ovopel®) é eficaz para indu¢do da desova em fémeas da espécie.

O tambaqui ¢ um peixe de desenvolvimento ovariano sincrénico, de fecundacao
externa, de elevada fertilidade, com desova em grupo e sem cuidado parental. As larvas sdao
transportadas pelas correntes de 4gua durante quatro a 15 dias, percorrendo longas distancias a
deriva para lagos de varzea, onde as pds-larvas passam para a fase de juvenil. Machos e fémeas
da espécie atingem maturidade sexual com 3 e 4 anos, respectivamente, com peso total de 3-6
kg. No entanto, apresentam melhor desempenho reprodutivo entre 4-7 anos, com peso corporal
de 4-7 kg (HILSDOREF et al., 2022; VAL; OLIVEIRA, 2021).

A crescente demanda por pescado de qualidade e o acelerado desenvolvimento
aquicola impulsionam o interesse pela otimizagdo de biotecnologias para produgdo de peixes
nativos, em especial aquelas relacionadas a reproducao. Ainda assim, grande parte dessa
producdo ¢ baseada em populacdes ndo selecionadas, o que pode causar problemas como a
reducdo da variabilidade genética e aumento da endogamia (FREITAS et al., 2021;
MASTROCHIRICO-FILHO et al., 2019). Dessa forma, a aplicacao de técnicas de conservagao
seminal ¢ uma importante ferramenta para a propagacao artificial de espécies de peixes nativos,

tal qual, o tambaqui.
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3.3 Resfriamento seminal

O resfriamento seminal ¢ uma tecnologia de conserva¢do de gametas que promove o
armazenamento de espermatozoides a curto prazo. Essa técnica consiste na estocagem de
amostras seminais, na auséncia de luz, a temperaturas entre 0 ¢ 4 °C e em atmosfera de oxigénio
por horas ou dias (CONTRERAS et al.,2020; SHALIUTINA et al., 2013). Além disso, consiste
em um método eficiente, simples, de menor custo e menor impacto deletério aos
espermatozoides, pois atua em maiores temperaturas de armazenamento e dentro da faixa
toleravel aos efeitos do frio (CONTRERAS et al., 2020; DILAURO et al., 1994; PIRES et al.,
2019).

Para a aquicultura, a conservagao seminal a curto prazo ¢ uma ferramenta destinada ao
aperfeicoamento das estratégias reprodutivas, visando a manuteng¢ao da viabilidade espermatica
e a preservagdo da sua capacidade de fertilizacio (CONTRERAS et al., 2020). Dentre as
principais vantagens da utilizacao da conservagao seminal, vale destacar: a provisao controlada
e continua de gametas, possibilitando seu uso no momento mais adequado da reproducdo e
solucionando o problema da assincronia reprodutiva entre machos e fémeas; a eliminagdo da
necessidade de manter ou transportar reprodutores permanentes para fertilizacao artificial; a
realizacdo de estudos sobre a conservacdo do patrimonio genético desejavel aos programas de
hibridizacao e sele¢do genética; e a facilidade do intercambio entre institui¢des de pesquisas e
pisciculturas (CONTRERAS et al., 2017; MARTINEZ-PARAMO et al., 2009; PIRES et al.,
2019; SHAZADA et al., 2023).

No entanto, existem alguns fatores que podem afetar a qualidade e viabilidade dos
espermatozoides submetidos ao armazenamento hipotérmico, sdo eles: temperatura de
armazenamento, exposicdo a luz, atmosfera circundante, uso de antibidticos e diluentes.
(CONTRERAS et al., 2020; SHAZADA et al., 2023).

A temperatura utilizada durante o resfriamento seminal interfere decisivamente no
sucesso do armazenamento a curto prazo. Fatores como a tolerdncia do sémen ao frio nas
espécies aquaticas, a reducdo do metabolismo espermatico e do crescimento bacteriano,
influenciam sobre a faixa ideal para conservagao gamética em peixes (CONTRERAS et al.,
2020; SHAZADA et al., 2023). Nesse sentido, Ravinder et al. (1997) observaram que
espermatozoides ndo diluidos de carpa comum (Cyprinus carpio) apresentaram perda total de
seu potencial cinético dentro de 20 e 84 horas apos resfriamento a 22 e 2 °C, respectivamente.
Enquanto que, ao serem armazenados a 5 °C, obtiveram-se uma motilidade espermatica de 33%

em até 84 horas de resfriamento. Ao avaliarem o resfriamento do s€émen nao diluido de truta
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arco-iris (Oncorhynchus mykiss), Scott ¢ Baynes (1980) verificaram a manutengdo da
capacidade fecundante dos espermatozoides por menos de 24 horas quando armazenado a 12
°C, enquanto que, quando armazenado entre 0 ¢ 5 °C foi observado uma capacidade de
fertilizacdo espermadtica por até oito dias.

De forma geral, durante o resfriamento seminal é recomendado que haja uma boa troca
gasosa entre o sémen e a atmosfera circundante, de tal forma a prevenir os efeitos nocivos
causados pela anoxia. Com isso, aconselha-se armazenar a amostra seminal em recipientes com
area livre de 2 a 4 mm de altura, para que haja uma melhor interagdo entre a interface
atmosfera/sémen. Alguns autores ja demostraram a necessidade da adi¢do de oxigénio ao meio
diluente durante o resfriamento seminal para esturjao do Atlantico, 4. oxyrinchus, (BILLARD
et al., 2004) e robalo, Morone saxatilis (JENKINS-KEERAN et al., 2001). Billard et al. (2004)
sugerem que a necessidade de oxigénio pode estar associada aos estoques de ATP, que se
esgotam em condi¢des anoxias e resultam na perda de motilidade total. Por outro lado, estudos
realizados com seis espécies de peixes de agua doce brasileiros ndo verificaram diferencas entre
os espermatozoides mantidos ou ndo sob refrigeragao rica em oxigénio (MARQUES;
GODINHO, 2004).

Durante o armazenamento seminal a curto prazo, a presenca de bactérias no sémen
tem sido apontada como um dos principais fatores que afetam a viabilidade, cinética
espermatica e a capacidade de fertilizagdo dos espermatozoides em peixes (VIVEIROS et al.,
2010). Com isso, a adi¢ao de antibioticos a solugdo diluidora ¢ uma importante ferramenta para
o sucesso do resfriamento seminal, apresentando bons resultados para diversas espécies, tais
como para a carpa comum, Cyprinus carpio (SAAD et al., 1988), bacalhau do atlantico, Gadus
morhua (DEGRAAF; BERLINSKY, 2004) e piracanjuba, Brycon orbignyanus (VIVEIROS et
al.,2010). Ao testarem o uso de gentamicina para o controle do crescimento bacteriano durante
o resfriamento seminal de piracanjuba, Viveiros et al., (2010) verificaram que a adigao de 0,1
mg.mL"! do antibi6tico proporcionou maior motilidade espermatica e inibiu o desenvolvimento
bacteriano em até seis dias de armazenamento a 4-6 °C, sem prejuizos a fertilizacao.

Os meios diluentes possuem objetivo de prolongar o tempo de armazenamento e
proteger os espermatozoides da acdo toxica dos subprodutos do metabolismo celular e do
choque térmico promovido pela variacdo brusca de temperatura. Além disso, atuam na
prevencdo da oxidagdo das membranas plasmatica e mitocondrial, fornecendo substrato
energético e isosmolaridade ao meio extracelular (ULLOA-RODRIGUEZ et al., 2018). Para

isso o sémen de peixes ¢ diluido em solugdes salinas isotonicas ou diluentes que apresentam
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composicdo quimica semelhante ao plasma seminal especifico de cada espécie (BOBE;
LABBE, 2009).

Dentro dos testiculos, os espermatozoides dos peixes apresentam-se imoveis € essa
caracteristica deve ser mantida durante a diluicdo e resfriamento para evitar o rdpido
esgotamento das reservas energéticas das células espermaticas. Dentre os principais beneficios
dos diluentes, destacam-se a redu¢do da densidade espermatica, que facilita a absor¢ao de
oxigénio e trocas gasosas; preven¢ao da ativacao flagelar e o rapido esgotamento das reservas
energéticas; fornecimento de compostos organicos para o metabolismo energético; reducdo da
desidratagdo celular (BOBE; LABBE, 2009; CONTRERAS et al., 2020; TRIGO et al., 2015).
Ao avaliarem a adi¢do de uma solugdo diluidora durante o resfriamento seminal de esturjao do
Atlantico (Acipenser oxyrhynchus), Park e Chapman (2005) observaram que o sémen diluido
manteve a motilidade espermatica por até 21-28 dias resfriado a 4 °C, enquanto que o sémen
ndo diluido armazenado nas mesmas condi¢cdes manteve sua capacidade de fertilizagdo por
apenas 12-36 horas.

Ao testarem dgua de coco em pd (ACP®-104) e Glicose como meios diluentes durante
o resfriamento seminal de tambaqui a 4 °C, De Oliveira ef al. (2022) obtiveram melhores
resultados com o uso de ACP®-104. Sendo este, portanto, o diluente mais indicado para o
armazenamento a curto prazo da espécie, em até 72 horas. A dgua de coco em po (ACP) ja foi
amplamente testada como diluente na conservagdo seminal de mamiferos (NUNES;
SALGUEIRO, 1999; SILVA et al., 2011; ZORZETTO et al., 2018), aves (RONDON et al.,
2008) e peixes (DE ALMEIDA-MONTEIRO et al., 2020; DO NASCIMENTO et al., 2017,
DE OLIVEIRA et al., 2022; NUNES et al., 2016), apresentando resultados satisfatorios para
esta utilizacdo. Seus efeitos benéficos sao justificados devido a sua rica composi¢ao em sais
minerais, proteinas, aminodacidos, carboidratos (frutose e glicose), vitaminas (B1, B2, B3, B6 ¢
C), fatores de crescimento (fito-hormodnios), antioxidantes e uma pequena quantidade de
fosfolipidios e 4acidos graxos, que juntos, constituem um meio nutritivo e favoravel a
sobrevivéncia dos espermatozoides (AROUCHA; VIANNI, 2002; CARVALHO et al., 2014).

Além dos fatores citados acima, o processo de conservacgao seminal pela aplicagdo do
frio aumenta a produ¢do de EROs e, devido a diluicdo do plasma seminal, contribui para o
desequilibrio do sistema antioxidante natural e ocorréncia do estresse oxidativo. Além disso, as
membranas plasmadticas dos espermatozoides sdo constituidas por 4cidos graxos, que sdo
bastantes instaveis e susceptiveis aos ataques das espécies reativas de oxigénio (EROs) e

peroxidacao lipidica (WATHES et al., 2007).
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3.4 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo ¢ um processo inevitavel no metabolismo aerdbico. A molécula
de oxigénio (O2) ¢ fundamental para manuten¢do das fungdes celulares aerdbicas. No entanto,
a exposicao celular a esse elemento pode desencadear reagdes indesejaveis ao metabolismo,
pela geracao em excesso de moléculas parcialmente reduzidas, também conhecidas por espécies
reativas de oxigénio - EROs (CABRITA et al., 2014; SANDOVAL-VARGAS et al. 2021).

As EROs sdo agentes pro-oxidantes derivados do oxigénio e desempenham fungdes
importantes sobre as vias celulares reguladas por processos redox (SANDOVAL-VARGAS et
al. 2021). Para mamiferos em metabolismo fisiolégico normal, pequenas quantidades de EROs
modulam os processos fisiologicos associadas a capacitagdo e regulacdo da motilidade
espermatica (AITKEN, 2017; ZILLI, SCHIAVONE; VILELLA, 2017). Morita et al. (2011)
observaram que a presenca da enzima Cu/Zn-superoxido dismutase (Cu/Zn-SOD), na cabeca e
flagelo dos espermatozoides de Oreochromis mossambicus, esta associada a regulacao dos
processos de fosforilagdo das proteinas espermadticas e da nitracdo dos residuos de tirosina nas
proteinas flagelares. Ambos estdo correlacionados com a ativacdo da atividade flagelar. Isso
sugere que a atividade flagelar para peixes também ¢ regulada por mecanismos dependentes
das EROs, porém ha a necessidade de estudos que elucidem a agdo desses processos
bioquimicos para estes organismos (AITKEN; DREVET, 2020; ZILLI; SANDOVAL-
VARGAS et al. 2021; SCHIAVONE; VILELLA, 2017).

Apesar de sua essencialidade para alguns processos fisiologicos, o excesso de EROs
pode interagir facilmente com proteinas, lipidios, DNA, RNA e promover injtrias celulares nos
mais diversos niveis, que aliadas ao desequilibrio entre os agentes antioxidantes presentes na
célula, induzem ao chamado estresse oxidativo (CABRITA et al., 2014). As EROs sao
produzidas como subproduto da cadeia respiratoria mitocondrial ou de sistemas enzimaticos
intracelulares (BAKER; AITKEN, 2004). Dentre as principais EROs podemos citar os radicais
anion superoxido (O2), hidroxila (OH), peroxila (ROO"), 6xido nitrico (NO") e as moléculas
peroxido de hidrogénio (H202), oxigénio singleto ('02), acido hipocloroso (HCIO) e o
peroxinitrito (ONOO™) (SANDOVAL-VARGAS et al. 2021).

As células espermaticas sdo altamente suscetiveis a acdo das EROs e ao estresse
oxidativo. A membrana plasmadtica dos espermatozoides possui um elevado teor de acidos
graxos poli-insaturados em sua composi¢do, o que a torna vulneravel ao ataque oxidativo das
EROs e peroxidagdo lipidica. Além disso, a acdo das EROs pode resultar em uma série de

alteracdes patoldgicas aos espermatozoides, tais como a oxidagdo proteica, prejuizos a peca



22

intermediaria ¢ no axonema, deficiéncias mitocondriais e fragmentacio do DNA. Tais
alteracdes podem contribuir para a redugdo da viabilidade espermatica e a capacidade de
fertilizagcdo do sémen (AITKEN, 2020; CABRITA et al., 2014; DA COSTA; STREIT JR.,
2019; FELIX; OLIVEIRA; CABRITA, 2021; WATHES et al., 2007).

Para peixes, o plasma seminal fornece a principal defesa contra o estresse oxidativo e
acdo das EROs sobre as células espermaticas, uma vez que, durante o processo de
espermatogénese, os espermatozoides perdem uma significativa parte dos seus antioxidantes
endogenos e passam a depender dos antioxidantes presentes no plasma (GAUTIER; AURICH,
2022). Segundo Aitken e Drevet (2020), o plasma seminal possui um dos fluidos antioxidantes
mais poderosos ja conhecidos, composto por inimeras enzimas antioxidantes e sequestradores
de radicais livres que, quando combinados, possui capacidade antioxidante cerca de 10 vezes
maior que o sangue.

Entretanto, a exposicdo dos espermatozoides as baixas temperaturas de
armazenamento durante o processo de conservacdao seminal, pode contribuir para o aumento
das EROs e possivel dano oxidativo. Processo pelo qual Flores et al. (2009) acreditam estar
associado a diminui¢do da atividade dos mecanismos utilizados pela mitocondria para
eliminagdo das EROs. Além disso, a criopreservacao de sémen promove a reducao dos agentes
antioxidantes do plasma seminal pela adi¢gdo do meio diluente, causando um desequilibrio do
sistema antioxidante natural, formado por agentes pro-oxidantes e antioxidantes (CABRITA et
al.,2011; MOTTA et al., 2022).

A adig@o de compostos antioxidantes ao meio diluidor espermatico a fim de reduzir o
estresse oxidativo causado por EROs ¢ um procedimento bastante estudado na criopreservagao
seminal de peixes. Esta abordagem vem sendo associada a manutencdo da integridade da
membrana espermatica, aumento da motilidade, bem como a diminui¢do da fragmentacdo do
DNA, peroxidagao lipidica e formacdo das EROs (MOTTA et al., 2022; SANDOVAL-
VARGAS et al. 2021)

3.5 Compostos antioxidantes

Os antioxidantes s3o compostos naturais ou sintéticos responsaveis pelo retardo ou
inibi¢do do processo de oxidacdo, podendo ser divididos quanto ao seu mecanismo de agao
antioxidante, em primdrios e secundarios e, quanto a atividade catalitica em enzimaticos e nao
enzimaticos (ABEYRATHNE et al., 2022; FELIX; OLIVEIRA; CABRITA, 2021; PISOSCHI
etal., 2021;).
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Os antioxidantes enzimaticos podem possuir mecanismos de agdo primdaria ou
secundaria. Os de agdo primaria caracterizam-se por combater a oxidacao lipidica estabilizando
ou eliminando os radicais livres por reacdes diretas. Dentre eles, destacam-se a enzima catalase
(CAT), que degrada o peroxido de hidrogénio em agua e oxigé€nio, a superoxido dismutase
(SOD) e a glutationa peroxidase (GPx), que catalisam os superoxidos em peroxido de
hidrogénio e oxigénio (FELIX; OLIVEIRA; CABRITA, 2021; STOIA; OANCEA, 2022). Ja
as enzimas secundarias, sdao classificadas como antioxidantes preventivos, pois agem
indiretamente sobre a oxidagdo lipidica e na regeneracdo dos antioxidantes primarios. Sao
exemplos de enzimas secundarias a glutationa redutase (GR), que ¢ responsavel pela
regeneragao da glutationa (GSH); e a glicose-6-fosfato desidrogenase e a glutationa-s-
transferase (FELIX; OLIVEIRA; CABRITA, 2021; HERMUND, 2018; KEFER; AGARWAL;
SABANEGH, 2009).

O sistema de defesa ndo enzimatico ¢ formado principalmente por antioxidantes
dietéticos que possuem uma grande variedade de caracteristicas bioquimicas e mecanismos de
acdo. Dentre os quais podemos destacar a vitamina C (4acido ascérbico) e a vitamina E (o-
tocoferol), que naturalmente estdo presentes no plasma seminal. Enquanto a vitamina C elimina
o efeito oxidativo dos radicais livres, a vitamina E evita a peroxidag¢ao lipidica da membrana e
os danos causados ao DNA (AHMADI et al., 2016; FELIX; OLIVEIRA; CABRITA, 2021;
KEFER; AGARWAL; SABANEGH, 2009).

Os aminoacidos também fazem parte do sistema de defesa ndo enzimatico, dentre eles
destacam-se a cisteina e a metionina que contribuem para o aumento da produg¢ao de glutationa
(GSH) e, consequentemente, com a reducao de EROs do organismo. Além destes, também sao
antioxidantes ndo enzimaticos os carotendides (a-caroteno e P-caroteno), os polifendis
(flavondides e ndo-flavonoites), as carnitinas (L-carnitina e L-acetil carnitina) e os
antioxidantes de baixo peso molecular, como a melatonina (ELOKIL et al., 2019; FELIX;
OLIVEIRA; CABRITA, 2021; PISOSCHI et al., 2021).

Dessa forma, com o intuito de diminuir os efeitos negativos causados pelo estresse
oxidativo ao espermatozoide, a fim de melhorar a qualidade espermatica pos-congelagao/ pos-
resfriamento e obter melhores taxas de fertilizacdo, estudos com adicdo de compostos
antioxidantes nos diluidores seminais de diversas espécies sao realizados e demostram bons
resultados na conservagdo de gametas de peixes (CABRITA et al., 2011; FIGUEROA et al.,
2018; Li e al., 2018). No entanto, ainda h4 necessidade de aprimorar os protocolos existentes

de armazenamento seminal a curto prazo e verificar os efeitos e potencialidades dos diferentes
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tipos de agentes antioxidantes a qualidade espermatica de peixes. Dentre esses compostos estao

os polissacarideos sulfatados extraidos de macroalgas marinhas.

3.5.1 Polissacarideos Sulfatados

Os polissacarideos sulfatados (PS) sdao polimeros anionicos de carboidratos
encontrados nos mais diversos organismos presentes na natureza, tais como nas bactérias,
fungos, algas, vegetais e animais (BEZERRA NETO et al.,2008; VASCONCELOS; ARAUIJO;
SANTANA, 2015). Essas macromoléculas naturais consistem em mais de dez unidades de
monossacarideos agrupados por ligacdes glicosidicas, com a presenga do grupamento sulfato
nos grupos hidroxilas das unidades de agucar (HUANG et al., 2019).

A presenca do radical sulfato promove alteragdes na estéreo-especificidade dos
polissacarideos, bem como na repulsado eletrostatica, flexao e extensao da cadeia polissacaridica
e o aumento da solubilidade em agua, o que modifica as atividades bioldgicas desses polimeros
(HUANG et al., 2019; ZHAN-FENG; HAN-WEN, 2005). Os radicais sulfato podem atuar
exercendo acdo redutora pela doagdo de elétrons (JRIDI et al., 2019), acdo quelante com ions
metalicos (ALBERTINI ez al., 2000; CAMPO et al., 2006) e na formacao de proteoglicanos ao
ligar-se a proteinas da membrana e matriz extracelular (SOUSA ef al., 2016).

Estudos confirmam que os polissacarideos sulfatados exibem atividades bioldgicas
mais expressivas se comparados aos nao sulfatados (HU ez al., 2010; HUANG et al., 2019; XIE
et al., 2016). Ao verificarem as propriedades antioxidantes dos polissacarideos sulfatados e
dessulfatados extraidos da macroalga marinha Undaia pinnitafida, Hu et al. (2010) observaram
que a fragdo sulfatada de polissacarideo proporcionou atividades antioxidantes mais fortes do
que a fragdo nao sulfatada. Da mesma forma, Xie ef al., 2016 obtiveram melhores propriedades
antioxidantes apds a sulfatacdo quimica de polissacarideo extraido da arvore Cyclocarya
paliurus. Acredita-se que a presenca do grupo sulfato exerca uma funcdo auxiliar para a doacao
de hidrogénio dos polissacarideos, contribuindo assim, com a atividade antioxidante (WANG
etal., 2010)

As macroalgas marinhas sao as mais importantes fontes de polissacarideos sulfatados
de origem nao animal (COSTA et al., 2010), possuindo varias atividades biologicas tais como
anticoagulante, antitrombotica (JIAO et al., 2011), antitumoral (ZOROFCHIAN-
MOGHADAMTOUSI et al., 2014), antiviral (HEMMINGSON et al., 2006), antimicrobiano
(EOM et al., 2012) e imunoestimulante (YANG et al., 2011). Além disso, atuam em
mecanismos de cardioprotecdo (THOMES et al., 2010) e neuroprote¢do (LUO et al., 2009),
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possuem efeitos hipoglicemiantes (ZHONG et al., 2021), além da comprovada acdo
antioxidante (JRIDI et al., 2019; USOV et al., 2022).

Devido a exposicao a diferentes condigdes ambientais adversas, tais como a poluigao,
intensa radiag@o solar e altas concentragdes de oxigénio que contribuem para formacdo de
radicais livres, as macroalgas marinhas desenvolveram uma série de compostos capazes de
proteger seu aparelho fotossintético (GUPTA; ABU-GHANNAM, 2011). Dentre eles estdao os
compostos que possuem atividade antioxidante, como os polissacarideos sulfatados
(CORNISH; GARBARY, 2010). Nas macroalgas marinhas, os PS estdo presentes na matriz
mucilaginosa da parede celular, protegendo-a contra a desidratagdo em periodos de mar¢ baixa,
servindo como reserva energética e para manutengdo do equilibrio idnico (DENIAUD-BOUET
etal., 2017).

A estrutura quimica dos polissacarideos sulfatados extraidos de macroalgas marinhas
varia de acordo com a espécie, regido anatomica do tecido, localizacdo geografica, época de
colheita, e at¢ mesmo o procedimento de extragdo (YUAN; MACQUARRIE, 2015). A
complexidade na estrutura desses compostos se deve as diversas possibilidades de ligagdes
entre os monossacarideos e a distribuicdo de grupamentos dos sulfatos, que sdo responsaveis

pela diversidade de atividades biologicas atribuidas a estes compostos (ANAND et al., 2016).

3.5.2 Ascophyllum nodosum (Linnaeus) Le Jolis 1863

A macroalga marinha Ascophyllum nodosum (Figura 2) pertence ao grupo das algas
marrons ou pardas, que sdo organismos pluricelulares tipicos de mares frios e clima temperado,
encontradas fixadas a substratos rochosos e formando florestas submersas ao longo de todo
Atlantico Norte (OLSEN et al., 2010; ROCHA et al., 2004). Essa macroalga possui folhas com
coloragdao marrom-oliva, mas que também podem ser encontradas amareladas em situagdes de
estresse. Possuem um talo primario comprimido e com crescimento apical que se divide em
longas ramificagdes em formato de tira, com morfologia semelhante (PEREIRA et al., 2020).

Além disso, essas ramificagdes também podem formar ramos com crescimento
limitado e com a presenga de uma uUnica bexiga central, que também estd relacionada a
flutuabilidade e propagacdo da macroalga. Durante o periodo reprodutivo, que ocorre na
primavera, essas macroalgas desenvolvem e amadurecem os receptaculos nas extremidades das
folhas. Essas estruturas originam e armazenam os conceptaculos, que sao os locais onde

ocorrem a formacao e liberagao dos gametas (PEREIRA et al., 2020; STRASBURGER, 1994).
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Figura 2 — Exemplar da macroalga marinha Ascophyllum nodosum.

Fonte: https://www.alamy.com.

Segundo Pereira et al. (2020), as algas marrons possuem carboidratos que contém
polimeros de fucose, também conhecidos como fucanos. Os fucanos sdo polissacarideos
sulfatados carregados negativamente, hidrossoluveis, encontrados na matriz extracelular das
algas marrons. Dentre os mais estudados destaca-se o fucoidan, sua estrutura molecular (Figura
3) compreende em sua maior parte grupos L-fucose e sulfato e, em menores proporg¢des, um ou
mais grupos de xilose, galactose, manose, glicose, ramnose, arabinose, acido glucurénico e

grupos acetil (AROKIARAJAN et al., 2022; LIU et al., 2019; PRADHAN et al., 2020).

Figura 3 — Estrutura molecular do fucoidan extraido de Ascophyllum nodosum.
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Fonte: Arokiarajan et al. (2022).

O teor de sulfato encontrado na macroalga Ascophyllum nodosum varia entre 19 a 28%,
e pode desempenhar um papel importante na atividade antioxidante. Sugere-se que o grupo
sulfato atua na ativacdo do atomo de hidrogénio do carbono anomérico, contribuindo para a

capacidade de doagdo de hidrogénio dos polissacarideos (WANG et al., 2010). Estudos
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confirmaram que o fucoidan sulfatado exibe atividades antioxidantes mais expressivas se
comparados aos seus polissacarideos dessulfatados (HU et al., 2010).

Poucos estudos demostraram os efeitos da adi¢ao de polissacarideos sulfatados de
macroalgas marinhas na criopreservacdo seminal, dentre eles foi verificado que a adi¢ao de
polissacarideos sulfatados da macroalga vermelha Solieria filiformis ao meio de congelacao
seminal de tambaqui, promoveu bons resultados na integridade da membrana espermatica
(PEREIRA et al., 2020). Enquanto que a suplementacdo com PS das macroalgas verdes Ulva
lactuca e Caulerpa racemosa nao interferiu sobre esse pardmetro espermatico para a mesma
espécie (LOBATO et al., 2022).

Ao ser verificado a suplementacdo do meio criodiluidor com PS de uma macroalga
vermelha (Gracilaria domingensis) e verde (Ulva fasciata), durante a congelacao seminal de
Prochilodus brevis, ndo foram observados efeitos sobre a integridade da membrana espermética
da espécie (DO NASCIMENTO et al., 2022).

Em um estudo sobre o resfriamento seminal de Prochilodus brevis, Sales et al. (2023)
avaliaram os efeitos da adi¢do diferentes concentragdes de PS da macroalga vermelha
(Gracilaria domingensis) sobre a qualidade espermatica da espécie pos-resfriamento. Os
autores observaram que essa suplementagdo ndo promoveu efeitos negativos sobre os
parametros espermaticos, mantendo a viabilidade dos gametas em até 72 horas de
armazenamento a curto prazo.

Sugerindo, novamente, que os efeitos dos PS sobre os pardmetros de qualidade
espermdtica sdo dependentes das interacdes promovidas pela fonte e concentracdo dos
polissacarideos com o sémen da espécie (CABRITA et al., 2011) e, possivelmente, também ¢

dependente do método de conservagao empregado.
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4 JUSTIFICATIVA

O tambaqui (C. macropomum) ¢ uma espécie de elevada importancia para aquicultura
nacional, sendo a espécie nativa mais produzida no Brasil. Além disso, apresenta relevancia
ecoldgica pela dispersdo de sementes ao longo da bacia amazonica e relevante papel social para
as comunidades pesqueiras, que o consomem por subsisténcia. Apesar disso, populagcdes
selvagens de tambaqui enfrentam desafios devido a acdo antropica, tais como a poluicao,
construcgdo de barragens e pesca predatoria.

Dessa forma, a produgdo aquicola de C. macropomum busca a redugdo da sobrepesca
dos estoques naturais, bem como suprir a crescente demanda do mercado por este pescado.
Nesse cendrio, avancos em biotécnicas reprodutivas sao essenciais para a produgao artificial
desta espécie, dentre elas destaca-se o resfriamento seminal. Essa técnica permite a conservagao
de gametas a curto prazo, ao longo de horas ou dias, o que permite utilizar espermatozoides no
momento mais adequado para fertilizacdo. Além disso, facilita o intercambio controlado de
espermatozoides entre instituigdes de pesquisa e pisciculturas, diminuindo os riscos de
endocruzamento e transporte de reprodutores.

Todavia, a exposicao do s€émen as baixas temperaturas pode contribuir para o estresse
oxidativo e promover danos aos gametas. Assim, busca-se aprimorar os protocolos de
resfriamento seminal ja vigentes para peixes, na tentativa de melhorar a qualidade espermatica
do sémen pos-resfriamento. Para o tambaqui existem poucos trabalhos com o uso de
resfriamento seminal. Estes por sua vez, concentram-se em testes com diferentes solugdes
diluidoras, adi¢do de crioprotetores ao meio diluente e na verificagdo dos efeitos do
resfriamento a curto prazo sobre a qualidade espermatica.

A suplementagdo do meio de congelagdo com compostos que possuem propriedades
antioxidantes ¢ uma abordagem recente e que apresenta bons resultados para a criopreservagao
do sémen de peixes. Dentre estes compostos, destacam-se os polissacarideos sulfatados
extraidos de macroalgas marinhas, que podem atuar como sequestradores de radicais livres e
agentes quelantes de ions metélicos, impedindo o dano oxidativo contra as células espermaticas.

Essas moléculas podem ser utilizadas aos meios diluentes do resfriamento seminal,
visto que possuem capacidade de neutralizar as espécies reativas de oxigénio (EROs) e
preservar a integridade estrutural dos espermatozoides. Entretanto, a suplementacdo com estes
diferentes compostos ainda ndo foi testada para o armazenamento a curto prazo de C.
macropomum. Essas substancias podem apresentar diferentes modos de interacdes e efeitos

sobre as células espermaticas, além de possuirem uma agao espécie-especifica.
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Desse modo, este trabalho justifica-se pela necessidade da otimizacao do processo de
resfriamento seminal de tambaqui, para obtencdo de uma melhor qualidade dos
espermatozoides pos-resfriados e potencializacdo da capacidade fertilizante espermatica, a
partir da utilizagdo de polissacarideos sulfatados extraidos de 4. nodosum. Uma vez que os
efeitos dos PS sobre os parametros de qualidade espermatica dependem das diferentes
interacdes promovidas pela fonte e concentracao dos polissacarideos com o s€émen da espécie
e do método de conservagao empregado. Até entdo, este € o primeiro estudo que demostra os
efeitos desses polimeros sobre a qualidade espermatica de tambaqui utilizando o método de
resfriamento seminal a 4 °C.

Assim, essa tecnologia pode ser utilizada para o uso em pisciculturas, como modo de
transporte do material genético de uma propriedade a outra, sem a necessidade de deslocar os
reprodutores, diminuindo, portanto, as condi¢des de estresse animal e a disseminagdo de

doengas entre os empreendimentos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local do trabalho

O experimento foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia da Reprodugdo de Peixes
(LBRP), do Nucleo Integrado de Biotecnologia (NIB) da Universidade Estadual do Ceara
(UECE), Av. Dr. Silas Munguba, 1700, Fortaleza/ CE. (003°79°33"" S; 038°55°83"" W).

5.2 Extracao de Polissacarideos Sulfatados

A macroalga marinha Ascophyllum nodosum foi adquirida em site de comercializagao
sob forma liofilizada e levada ao Laboratério de Bioquimica Marinha (LBM), do Centro de
Biotecnologia Aplicada a Aquicultura (CEBIAQUA), do Departamento de Engenharia de Pesca
(DEP), da Universidade Federal do Cearda (UFC) para extracao dos polissacarideos sulfatados
com base na metodologia descrita por Farias et al. (2000). Resumidamente, uma amostra de 5
g da macroalga foi suspensa em 100 mL de solugdo tampao de acetato de s6dio 0,1 M (pH 5,0),
contendo 510 mg de papaina, 5 mM de EDTA e 5 mM de cisteina, e incubada a 60 °C por 24
h. Em seguida, a mistura de incubagao foi filtrada e o sobrenadante coletado e armazenado. Os
polissacarideos sulfatados presentes na solu¢ao foram precipitados com 16 mL de solugdo de
cloreto de cetilpiridinio a 10% em temperatura ambiente por 24 horas.

A mistura foi entdo centrifugada (9.560 x g, por 20 min) e o precipitado contendo os
PS foi lavado com 100 mL de solugdo de cloreto de cetilpiridinio a 0,05 %, dissolvido em 100
mL de solu¢do de NaCl:etanol 2M (100:15, v/v) e precipitado por 24 h a 4 °C com 100 mL de
etanol comercial. Em seguida, o precipitado obtido foi centrifugado (9.560 x g, por 20 min),
lavado por duas vezes com 100 mL de etanol 80% e uma vez com o mesmo volume de etanol
comercial. Finalmente, os polissacarideos sulfatados foram colocados para secar em estufa de
secagem ao ar (60 °C, por 6 horas) e o rendimento foi expresso em porcentagem (%) da matéria
desidratada.

Todos os polissacarideos sulfatados extraidos foram liofilizados e, posteriormente,
adicionados ao meio diluente de resfriamento seminal na concentragdo prevista para este estudo

(0,25; 0,50 € 0,75 mg.mL™).
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5.3 Animais experimentais e coleta seminal

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica para Uso Animal (CEUA), da
Universidade Estadual do Ceard (UECE), sob nimero do protocolo 10519830/2021.

Para realizagdo dos experimentos foram utilizados planteis de tambaquis adultos com
peso corporal médio de 6,4 + 0,8 kg, para machos, e 8,5 + 1,0 kg, para fémeas. Os animais
foram mantidos em um tanque de alvenaria (15,0 x 6,0 x 1,1 m) com aeracdo continua fornecida
pelo funcionamento de um compressor radial de 1,74 CV (Figura 4). Cinco unidades de
difusores de ar do tipo mangueiras micro perfuradas, cada uma com 70 cm de comprimento,
foram distribuidas ao longo do tanque, para manutencao dos niveis de oxigénio dissolvido na
dgua acima de 5,0 mg.L™!. Os animais foram alimentados com ra¢io comercial para peixes
onivoros, com indice proteico de 32% de proteina bruta, fornecida diariamente duas vezes ao

dia, a uma taxa de 5% da biomassa estocada por dia.

Figura 4 — Tanque de alvenaria onde os animais experimentais permaneceram estocados.

Fonte: Autor.

Para coleta seminal foram selecionados vinte e cinco machos de C. macropomum que
apresentaram caracteristicas indicativas de maturidade reprodutiva, tais como: papila urogenital
hiperémica e liberagdo de s€émen sob leve massagem abdominal. Esses animais foram induzidos
hormonalmente a reprodugio pela aplicacdo de dose unica de Ovopel® (0,3 pélete.kg! de peso
vivo; segundo recomendacdes propostas por Souza et al., 2018), administrado por via
intracelomatica. Apds 14 horas da aplicagdo, os animais foram sedados em solugao de Eugenol
(Sigma-Aldrich®), na propor¢do 1:10:10.000 (Eugenol: alcool: 4dgua) até que a perda do
equilibrio fosse observada, para facilitar a conten¢do do animal ¢ minimizar o estresse do
animal (DE ALMEIDA-MONTEIRO et al., 2020). Posteriormente, o s€émen foi coletado em

seringas estéreis por meio de leve massagem abdominal no sentido cranio-caudal e transferido
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para tubos graduados de polietileno mantido em caixa isotérmica até o processamento das
amostras em laboratorio.

As amostras coletadas foram analisadas para formagao de pools de s€émen, para em
seguida, serem adotados os procedimentos de resfriamento. O sémen fresco (in natura) foi
verificado quanto a motilidade espermdtica e aquelas amostras que apresentarem
espermatozoides moveis acima de 85% foram usadas para formagao dos pools, que por sua vez

foram aliquotados para a composi¢ao dos tratamentos experimentais.

5.4 Diluicio Seminal e Desenho Experimental

Ap0s a analise preliminar do sémen de cada animal foram formados oito pools, cada um
constituido por aliquotas de 300 puL. de s€émen de trés machos (n=24). Posteriormente foram
analisadas a cinética espermatica, a morfologia, a integridade de membrana e a integridade de
DNA das amostras de sémen in natura, ou seja, pools sem dilui¢ao. Os oito pools de s€émen de
cada tratamento foram diluidos (1:5 — sémen: diluidor) e resfriados em solucao contendo como
diluente a 4gua de coco em po, especifica para peixes (ACP® -104, ACP Biotecnologia,
Fortaleza; 310 mOsm.kg™' H20), 0,1 mg mL ! de gentamicina (Gentatec®) e suplementados com
as diferentes concentragdes (0,0; 0,25; 0,50 ou 0,75 mg.mL") de polissacarideos sulfatados
extraidos da macroalga marinha 4. nodosum. Essas concentragdes foram baseadas em estudos
recentes que verificaram a utilizagdo dessas macromoléculas, extraidas de diferentes
macroalgas marinhas, no meio de criopreservagao seminal de tambaqui (LOBATO et al., 2022;
PEREIRA et al., 2020) e curimata comum (DO NASCIMENTO et al., 2022; SALES et al.,
2023). Um tratamento contendo sémen in natura foi resfriado sem a presenga do diluente e dos

PS, utilizado como segundo controle (Tabela 1).

Tabela 1 — Delineamento experimental.

Concentracao
Tratamento Designagao'
ACP (propor¢io) PS (mg.mL)
T1 IN NATURA 0’ 0°
T2 ACP 1:5 0
T3 ACP-PS-0,25 1:5 0,25
T4 ACP-PS-0,50 1:5 0,50

T5 ACP-PS-0,75 1:5 0,75
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UIN NATURA: sémen in natura sem a adi¢do do diluente e de polissacarideos sulfatados, grupo controle; ACP:
sémen com adigdo da agua de coco em pd (diluente) sem adigdo de polissacarideos sulfatados, segundo grupo
controle; ACP-PS-0,25, ACP-PS-0,50 e ACP-PS-0,75: grupos experimentais, sémen com diluido em agua de coco
em p6 suplementado com 0,25, 0,50 e 0,75 mg.mL"! de polissacarideos sulfatados de Ascophyllum nodosum. *Fator

de diluigdo do sémen in natura com o diluente (1:5; sémen:ACP). *Concentragdes de PS adicionado ao diluente.

Em seguida, as amostras foram alocadas em microtubos de polietileno e acondicionadas

a temperatura proxima a 4° C em refrigerador, em que foram mantidas durante os seguintes

periodos de refrigeragdo: zero, seis, 12, 24, 48 e 72 horas. Durante cada periodo citado, as

amostras foram analisadas quanto a cinética espermatica, morfologia, integridade de membrana
e integridade de DNA.

Ao final do resfriamento seminal foi realizado o teste de fertilizag¢ao utilizando o tempo

de resfriamento que melhor manteve os parametros de qualidade espermatica apods o

resfriamento seminal, para valida¢ao do sucesso das técnicas de resfriamento e verificagdo da

capacidade fecundante dos espermatozoides resfriados de tambaqui (PAES et al., 2014).

5.5 Analises espermaticas

A cinética espermatica foi avaliada levando em consideracgao as analises de motilidade
total (%), velocidade curvilinear (VCL-pum.s™), velocidade em linha reta (VSL-pum s) e
velocidade do percurso (VAP-um.s™!). Esses pardmetros foram obtidos pela utilizagdo do
sistema de andlise seminal auxiliado por computador (CASA), com o uso do software Sperm
Class Analyser (SCA - Microptics®), utilizando a configuragio indicada para peixes. Para essa
analise, foi pipetado 5 uL de sémen de cada amostra e depositado em camara de Makler, em
seguida foi homogeneizado em 95 pL de solugdo ativadora de NaCL (125 mM) e submetido
imediatamente as analises (NUNES et al., 2016).

A andlise de integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides foi realizada
pelo método de coloragdo com eosina-nigrosina (BLOM, 1950), sendo confeccionada uma
lamina por pool na proporgao 1:2:2 (s€émen:eosina:nigrosina), de modo que 10 pL. dessa mistura
foram utilizados para a confeccdo das laminas, pelo método de esfregaco. Utilizando
microscopio Optico (Opton Microscope; Tucsen, China) com aumento de 400x, 200
espermatozoides por lamina foram analisados e considerados com a membrana integra, quando
se apresentarem incolores, ou com membrana rompida, quando corados de rosa ou vermelho.

Para a andlise da morfologia espermatica, o sémen foi fixado em solug@o de citrato-

formol a 4% (10:100; sémen:fixador) e, em seguida, corado com Rosa Bengala na proporgao
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de 1:10 (corante:sémen fixado). Foi confeccionada, por meio de esfregaco, uma lamina por
pool, contendo 10 pL da solugdo corante-sémen fixado, na qual foram avaliados 100
espermatozoides por lamina, com o auxilio de microscopio 6ptico (Opton Microscope; Tucsen,
China) com aumento de 400x. As células espermaticas foram classificadas como normais ou
com algum defeito morfoldgico de acordo com Miliorini et al. (2011). Tais deformidades
podem ser classificadas como primarias (macro e microcefalia, cabega degenerada, cauda
quebrada, cauda curta e cauda fortemente enrolada) ou secundarias (cabega livre normal, gota
proximal, gota distal e cauda dobrada).

A andlise de integridade de DNA foi realizada pelo teste Sperm Chromatin Dispersion
(SCD), baseado na taxa de fragmentacdo da cromatina espermatica, seguindo a metodologia
proposta por Fernandez et al. (2005). Para isso, 2,0 uL do s€men fresco foram diluidos em 1,5
mL de tampao fosfato-salino (PBS) e mantidos em banho maria a 37 °C até sua utilizacdo. Em
seguida, 25 pL de solu¢do sémen-PBS foi misturado com 50 uL de agarose de baixo peso
molecular (LOW, Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA), posteriormente foram retirados 2,0
uL desta mistura e depositados em 10 pontos de uma lamina previamente preparada com
agarose altamente purificada (NA Agarose; Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA). Em seguida,
as laminas foram acondicionadas em uma superficie metalica resfriada a 4 °C por cinco
minutos. Seguidamente foram submetidas a banhos em diferentes solugdes: solucdo acida
(4cido cloridrico (HCI) e 4gua ultrapura, durante sete minutos; solu¢do de Lise (cloreto de sodio
(NaCl), sulfato de sédio dodecil (SDS; NaCi2H25504), solu¢do de triton X, acido etileno
diaminotracético (EDTA), B-mercaptoetanol, solu¢do Tris-HCL e agua destilada, durante 25
minutos); agua destilada (durante cinco minutos); e alcool 70%, alcool 90% e alcool absoluto,
respectivamente (durante dois minutos cada).

Apds o procedimento de banho, as amostras foram coradas com um kit panotico
(RenyLab Chemical and Pharmaceutical Ltda., Barbacena County, MG, Brasil); e cada lamina
foi mergulhada em cada corante por 10, 20 e 20 segundos, respectivamente. Finalmente, as
laminas foram lavadas em &4gua destilada e secas em temperatura ambiente. Entdo, 250
espermatozoides por amostra de cada animal foram avaliados usando um microscopio de
contraste de fase acoplado a camera (200; Nikon Eclipse 50 i, Téquio, Japao) para investigar a
incidéncia de halo em torno da cabeca do espermatozoide. Nesta analise, células com halo
externo indicam dispersdo de cromatina espermatica (DNA intacto), enquanto células livres de

halo indicam fragmentacdo do DNA espermatico.
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5.6 Taxa de Fertilizacao

Apds a realizagdo do experimento para obtencdo da melhor concentracdo de
polissacarideos sulfatados e melhor tempo de armazenamento a curto prazo, foram realizados
testes de fertilizacdo e acompanhamento do desenvolvimento embrionario dos embrides obtidos
dos tratamentos resfriados neste tempo especifico.

Para isso, seis reprodutores de C. macropomum que apresentaram indicativos de
maturidade reprodutiva tais como a liberagdo de sémen sob leve pressdo abdominal e papila
urogenital hiperémica para os machos, abdomen abaulado e papila urogenital hiperémica para
fémeas, foram selecionados e induzidos a reprodugao. Os machos (n=3) receberam dosagem
{inica do horménio sintético Ovopel® de 0,3 pélete.kg™! do peso corporal, de acordo com Souza
et al. (2018), enquanto que as fémeas (n=3; peso médio de 8,5 + 1,0 kg) receberam a aplica¢ao
de duas dosagens de extrato pituitario de carpa (EPC), ambas por via intracelomatica. A
primeira aplica¢do nas fémeas foi de 0,5 mg de EPC.kg! do peso corporal. Apds 12 horas da
indugdo foi realizada a segunda aplicagdo de EPC nas fémeas na concentragio de 5,0 mg.kg™!
de peso corporal (WOYNAROVICH, 1986) e, concomitantemente, a aplicacdo Unica de
Ovopel® nos machos. Os trés machos utilizados nessa fase pertenceram ao grupo controle de
sémen 100% fresco, coletado para formag¢do de um pool no momento da fertilizacdo, que
ocorreu concomitantemente a fertilizagdo das amostras de sémen previamente resfriadas.

Apds a segunda inducdo hormonal nas fémeas, foi realizado o acompanhamento da
temperatura da d4gua em que os reprodutores estavam em intervalos de uma e uma hora para
obtencdo das horas-graus, que consiste no somatorio das temperaturas, a partir da ultima
inducdo, que coincide com o0 momento aproximado da maturacdo final e ovulacdo das fémeas.
Para o tambaqui, as horas-graus variam entre 260 a 280 (WOYNAROVICH, 1986). Em
seguida, os animais foram sedados em solugdio de Eugenol (Sigma-Aldrich®) na propor¢io
1:10:10.000 (Eugenol: 4lcool: 4gua) e o sémen e ovdcitos foram coletados por meio de leve
massagem abdominal no sentido craniocaudal, onde foram posteriormente armazenados sob
refrigeragdo em tubos graduados e recipientes de polietileno, respectivamente.

Aliquotas das amostras foram analisadas quanto as concentragdes espermaticas e de
ovocitos. A concentragdo espermatica foi calculada por meio de contagem das células presentes
em uma aliquota de 1,0 uL de sémen, em camara de Neubauer com auxilio de microscopio de
optico (Opton Microscope; Tucsen, China) com aumento de 400x. Enquanto que a concentragao
de ovocitos foi calculada a partir da contagem de 1,0 g da amostra, utilizando um

estereomicroscopio binocular com aumento de 0,8 a 5x (Opton, China).
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A fertilizacdo foi realizada a seco, para isso, os espermatozoides foram misturados aos
ovécitos cuidadosamente, seguindo a propor¢do recomendada por Leite ez al. (2013) de 5,0x10*
a 2,0x10° espermatozoides para cada ovocito. Em seguida, foi adicionado 100 mL de 4gua para
hidratacdo e realizada uma sutil homogeneizagdo durante um minuto. Posteriormente, os ovos
jé& fecundados foram transferidos para incubadoras cilindricas em sistema de recirculagdo de
adgua onde foram mantidas para acompanhamento do desenvolvimento embrionario e
verificacdo da taxa de fertilizacao.

Para o calculo da taxa de fertilizagdo, uma amostra de embrides foi cuidadosamente
coletada de cada incubadora e depositada em placa de Petri. Posteriormente, foi calculada a
porcentagem de ovos fertilizados a partir da contagem de 200 embrides em estereomicroscopio.
A taxa de fertilizagdo foi determinada no momento em que os embrides alcangaram a fase de

gastrula (COELHO et al., 2021).

5.7 Analises estatisticas

Os dados da qualidade espermatica foram avaliados pelos testes de Shapiro-Wilk para
verificar a normalidade da distribui¢do dos residuos, e de Levene para verificar homogeneidade
da variancia entre os tratamentos. Em seguida, foram submetidos a andlise de variincia
(ANOVA) em arranjo fatorial 5 x 6 de tratamentos com polissacarideos sulfatados (in natura;
ACP; ACP-PS-0,25; ACP-PS-0,50 e ACP-PS-0,75) e tempo (zero, seis, 12, 24, 48 e 72 horas).
Ao ser verificada diferenca estatistica foi aplicado o teste de Tukey para comparacdo das
médias. As variaveis de desenvolvimento embrionario foram submetidas a anélise de variancia
(ANOVA) para experimentos em delineamento inteiramente casualizado (DIC), seguido do
teste de Tukey. O nivel de significAncia adotado em todos os testes estatisticos foi de 5%. O

software “SigmaPlot 12.0” foi utilizado para a andlise estatistica dos resultados.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os pools de sémen fresco, ou seja, ndo diluidos, a taxa média de motilidade total
foi de 74,1 £ 9,5%, a VCL foi de 70,9 £ 13,7 um.s', a VSL de 39,4 £ 11,2 um.s' e a VAP de
56,7,9 + 12,8 um.s™\. A proporc¢do de espermatozoides morfologicamente normais foi 91,87 +
3,5% e os parametros de integridade da membrana plasmatica e integridade do DNA
espermadtico foram de 92,4 + 1,7% e 86,7 £+ 2,64 %, respectivamente.

A partir do tempo zero (HO), ou seja, momento em que foram diluidos os pools de
sémen fresco com a solugido de ACP®-104, gentamicina e as diferentes concentragdes de
polissacarideos sulfatados, houve uma redugdo significativa da taxa de motilidade total,
assumindo valores entre 40 e 50% (Figura 5), até mesmo para o tratamento controle (ACP),
contendo somente o meio diluidor e gentamicina. Enquanto que o tratamento controle in natura,
sofreu menores percas na motilidade total (74,1 + 9,5%), mantendo esse comportamento apds
seis (H6) e doze horas (H12). No entanto, apds 24, 48 ¢ 72 horas de resfriamento, os tratamentos
diluidos em ACP®-104, suplementados ou ndo com PS, apresentaram maiores taxas de

motilidade se comparados ao grupo controle in natura.

Figura 5 — Motilidade total (%) dos espermatozoides de tambaqui (Colossoma macropomum)
resfriados em meio diluente suplementado com diferentes concentragdes de polissacarideos
sulfatados extraidos da macroalga marinha Ascophyllum nodosum (n = 8 pools).
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In natura: sémen nio diluido sem adi¢do de PS. ACP: Sémen diluido em ACP®-104 sem adi¢do de PS. ACP-PS-
0,25, ACP-PS-0,50 ¢ ACP-PS-0,75: sémen com diluido em ACP®-104 suplementado com 0,25, 0,50 e 0,75
mg.mL"!' de PS, respectivamente. Na ultima hora de resfriamento (72 h), médias com letras distintas sdo
significativamente diferentes entre si pelo teste de Tukey (ANOVA, P<0,05).
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Comportamento semelhante foi verificado por De Oliveira et al. (2022), que ao
avaliarem o sémen de tambaqui diluido em ACP®-104 durante resfriamento a 4 °C, observaram
uma menor taxa de motilidade total dos espermatozoides apods diluicdo (88,31 + 0,96%), se
comparado ao grupo controle ndo diluido (94,13 + 2,4%). Semelhantemente ao presente
trabalho, esses autores observaram que a partir de determinado tempo de resfriamento, os
tratamentos diluidos foram, significativamente, superiores ao grupo controle, sem diluicao.

Em até 12 horas de resfriamento ndao houve diferengas significativas (P>0,05) entre as
taxas de motilidade total dos tratamentos ACP (38,28 + 11,6%), ACP-PS-0,25 (36,7 + 9,7%),
ACP-PS-0,50 (35,21 + 10,4%) e ACP-PS-0,75 (30,69 £+ 10,1%). No entanto, ambas foram
estatisticamente inferiores ao tratamento in natura (67,7 = 9,3 %; P<0,05). Apds 24 horas em
armazenamento a 4 °C foi observado uma queda acentuada nos valores de motilidade total para
o tratamento in natura, assumindo valor médio de 27,9 + 6,5 % e, posteriormente, de 0,0% apos
48 e 72 horas (Figura 4). Isso justifica a necessidade do uso do diluidor em sémen de tambaqui
resfriado quando os periodos de estocagem a 4 °C forem iguais ou superiores a 24 horas.

Melhores resultados de motilidade total foram observados em até 24 horas de
resfriamento seminal para o tratamento ACP (44,8 + 10,7 %), seguido do tratamento ACP-PS-
0,50 (35,0 = 5,7%), ambos sem diferenca estatistica entre si (P>0,05). Apesar de baixos, os
valores de motilidade total destes grupos foram superiores aos encontrados por Menezes et al.
(2008) durante a pos-congelacdo seminal de tambaqui. Esses autores obtiveram uma taxa de
fertilizacao de 76% com apenas 20% de espermatozoides moveis. Esse resultado sugere que as
taxas de motilidade espermatica verificadas no presente estudo em até 24 horas de resfriamento,
podem ser suficientes para obtengdo de uma taxa de fertilizagao aceitavel. Tal fato justifica-se
pelo aumento da quantidade de espermatozoides durante a fertilizagdo, que de certa forma,
compensam a perca de motilidade total (BILLARD et al., 2004)

A partir de 24 h, para o tratamento ACP, houve perca da motilidade e aparente
estabilizacao para valores proéximos a 30%, assumindo valor final de 32,1 £ 9,4% em 72 horas
de armazenamento, sem diferencas significativas (P>0,05) dos tratamentos ACP-PS-0,50 (27,5
+ 2,7 %) e ACP-PS-0,75 (27,8 + 2,5 %). O resfriamento seminal leva a célula a um estado de
quiescéncia, que reduz o metabolismo e proporciona a redugdo dos gastos energéticos e
producao de catabolicos toxicos, contribuindo para a preservacgao celular (LEITE et al., 2011).
O comportamento estavel a partir de 24 horas e a auséncia de diferencas na motilidade total ao
final de 72 horas entre os tratamentos diluidos suplementados (ACP-PS-0,50 e ACP-PS-0,75)

ou nao (ACP), podem estar relacionados as interagdes entre os espermatozoides € o meio
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diluidor, associados ao tempo de estabilizagdo espermatica durante o periodo de resfriamento
seminal.

Além disso, a reducao da taxa de motilidade observada ao longo do resfriamento
espermdtico pode ser resultante da ag¢do especifica ou da interacdo entre alguns fatores, tais
como a contamina¢do bacteriana (RURANGWA et al., 2001), déficit de oxigénio no meio
(BILLARD et al., 2004), exposi¢do a solucao diluidora (DE OLIVEIRA et al., 2022) e ao
envelhecimento espermatico natural (CONTRERAS et al., 2020). No presente estudo foi
adicionado ao meio diluente 0,1 mg.mL! de gentamicina como recomendado por Viveiros et
al., 2010, para evitar o crescimento bacteriano. Ademais, os melhores resultados de motilidade
dos tratamentos com o diluidor ACP pode ser justificado pela fungdo nutritiva e energética que
este componente proporciona as células espermaticas, uma vez que a dgua de coco em po ¢ rica
em agucares, tais quais, a glicose e frutose (AROUCHA; VIANNI, 2002; CARVALHO et al.,
2014).

Billard ef al. (2004) sugerem que a necessidade de oxigénio pode estar associada aos
estoques de ATP, que se esgotam em condi¢des anoxicas e resultam na perda de motilidade
total. Por outro lado, estudos realizados com seis espécies de peixes de agua doce brasileiros
ndo verificaram diferengas entre os espermatozoides mantidos ou ndo sob refrigeracao rica em
oxigénio (MARQUES; GODINHO, 2004). O envelhecimento espermatico ¢ causado por um
conjunto de alteracdes relacionadas a redu¢do da motilidade e capacidade fecundante dos
espermatozoides, isso ocorre devido a acdo do tempo sobre os gametas e estd relacionado a
idade reprodutiva dos peixes ou a manipulacio in vitro dos gametas (CONTRERAS et al.,
2020). O estresse oxidativo pode acelerar o processo de envelhecimento celular durante o
resfriamento, que por si sO, ¢ um agente estressor para liberagao de radicais livres.

Os polissacarideos sulfatados sdo polimeros de carboidratos encontrados nos mais
diversos organismos presentes na natureza, como nos tecidos dos animais, invertebrados e
vegetais (BEZERRA NETO et al., 2008). As macroalgas marinhas sdo as mais importantes
fontes de PS de origem ndo animal (COSTA et al., 2010), possuindo varias atividades
bioldgicas tais como anticoagulante e antitrombodtica (JIAO et al., 2011), antitumoral
(ZOROFCHIAN-MOGHADAMTOUSI et al., 2014), antiviral (HEMMINGSON et al., 2006),
antimicrobiano (EOM et al., 2012), imunoestimulante (YANG et al., 2011), atua em
mecanismos de cardioprotecdo (THOMES et al., 2010) e neuroprote¢do (LUO et al., 2009),
possui efeitos hipoglicemiantes (ZHONG et al., 2021), além da comprovada agdo antioxidante

(COSTA et al., 2010; JRIDI et al., 2019; USOV et al., 2022).
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A estrutura quimica desses polimeros varia de acordo com as espécies, regido
anatomica do tecido, localiza¢do geografica, época de colheita, e até mesmo o procedimento de
extracdo (YUAN; MACQUARRIE, 2015). A complexidade na estrutura desses compostos se
deve as diversas possibilidades de ligacdes entre os monossacarideos e a distribuicdo de
grupamentos dos sulfatos, que sdo responsaveis pela diversidade de atividades bioldgicas
atribuidas a estes compostos (ANAND et al., 2016).

A macroalga Ascophyllum nodosum pertence ao grupo das algas marrons ou pardas,
que sdo organismos pluricelulares tipicos de mares frios, encontradas fixadas a substratos e
formando florestas submersas (ROCHA et al., 2004). Das algas marrons extrai-se os fucoidans
(Heterofucanas), que s@o uma classe de polissacarideos sulfatados carregados negativamente,
hidrossoluveis e encontrados na matriz extracelular das algas. As diversas agdes biologicas dos
fucoidans sdo dependentes das interagdes entre os grupos sulfato com as diferentes proteinas e
de fatores como as ramificagdes e pesos moleculares (USOV et al., 2022). O teor de sulfato
encontrado na macroalga 4. nodosum varia entre 19 a 28%, e pode desempenhar um papel
importante na atividade antioxidante (YUAN; MACQUARRIE, 2015).

Sugere-se que o grupo sulfato atua na ativacdo do atomo de hidrogénio do carbono
anomérico, contribuindo para a capacidade de doagdo de hidrogénio dos polissacarideos
(WANG et al., 2010). Estudos confirmaram que o fucoidan sulfatado exibe atividades
antioxidantes mais expressivas se comparados aos seus polissacarideos dessulfatados (HU et
al., 2010). O teor de sulfato do fucoidano diminui com a temperatura de extragdo, apresentando
concentragdo maxima registrada (28%) quando extraido a 90 °C (YUAN; MACQUARRIE,
2015).

As velocidades curvilinear (VCL), velocidade em linha reta (VSL) e velocidade média
do trajeto (VAP) dos espermatozoides de tambaqui submetidos ao resfriamento seminal, com
ou sem suplementagdo de PS, sofreram variagdes entre os tratamentos e os diferentes tempos
de armazenamento a 4 °C (Tabela 2).

A VCL do tratamento in natura, ou seja, sémen resfriado sem diluente e PS, apresentou
grande declinio em seus valores a partir de 24 h de resfriamento (19,4 + 4,5 um.s') em relagio
a 12 h (100,3 + 12,3 um.s"). Comportamento semelhante foi observado a partir de 24 h para a
VSL (7,1 £1,9 um.s™') e VAP (9,1 + 3,2 um.s™!), em relagio a hora 12 (84,6 + 11,6 e 116,4 +

10,1 um.s™!, respectivamente).
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Tabela 2 — Velocidade curvilinear (VCL; pm.s™), velocidade em linha reta (VSL; pm.s™) e
velocidade média do percurso (VAP; um.s) do sémen de tambaqui (Colossoma macropomum)
resfriado em meio diluente suplementado com diferentes concentragdes de polissacarideos

sulfatados extraidos da macroalga marinha Ascophyllum nodosum (n = 8 pools).

Tempo Tratamento : i i
In natura? ACP3 ACP-PS-0,25 ACP-PS-0,50 ACP-PS-0,70
HO! 70,9 +£13,7bA* 552+18,5abA 53 7+145bA 554+182aA 62,4+176aA
H6 87,6 £ 24,4 aA 652+280aB 654+12,7aB 38,1+163bC 28,5+£9,50bC
VCL HI2 100,3+12,3aA 56,2+19,6abB 54,5+7,7bB 30,8 £5,7 beC 18,8 2,7 bD
H24 19,4+4,5cB 558+ 18,7abA  21,9+75cB  32,6+153bcA 17,3+£1,5bB
H48 0,0 +0,0dC 20,9 +43 cA 16,6 £1,2 cB 16,7+ 0,7 cB 16,7+ 1,4bB
H72 0,0+ 0,0 dC 33,6 £10,4bcA 21,7+29cB 18,6 £1,5¢cB 20,9 +2,9bB
HO 394+ 11,2bA 34,6+ 11,9abA  33,5+£12,3aA 350+16,1 aA 38,1 £124 aA
H6 54,7+ 14,2 bA 39,6 £19,7aA 39,6 +104aA 22,7+12,6bB 15,1 £3,9bB
HI12 84,6 11,6 aA 33,8+ 14,5abB 34,2+ 6,4 aB 15,0+4,4bC 4,6 +2,3¢cD
Vst H24 7,1 +1,9 cC 444+ 15,5 aA 3,5£2,1bC 16,4+ 12,8 bcB 2,8+1,4¢cC
H48 0,0+ 0,0 dB 9,7+ 8,8 cA 2,4+ 1,0bB 2,3+0,5dB 2,8+1,2¢cB
H72 0,0 £0,0dC 20,4+ 7,2 bA 7,0+ 2,6 bB 5,0+2,8 cdB 6,1 £2,6 cB
HO 56,7+ 12,8 cA 46,2+ 153aA 432+10,5bA  42,7+99aA  52,7+16,1 aA
H6 75,7+ 17,0 bA 56,2+19,1aB  57,2+10,5aB 30,2+ 13,8bC  20,4+£2,40bC
H12 1164+10,1aA 47,6+12,8aB  46,3+8,1 bB 21,6 £3,0 cC 2,9+1,0cD
VAP H24 9,1 +3,2dBC 52,1+£12,7aA  9,7+£5,4dBC 17,2 +£8,5cB 6,5+1,2¢cC
H48 0,0 +£0,0dC 12,5+ 6,5 bA 6,1 +1,3dB 5,9+0,6 dB 6,7+1,9cB
H72 0,0 +0,0dC 22,8 +89cA 22,8 +8,9 cA 9,4+34dB 10,3 +2,8cB
ANOVA Bifatorial
Fator P-valor
VCL VSL VAP
Tratamento <0,001 <0,001 <0,001
Tempo < 0,001 < 0,001 < 0,001
Tratamento x Tempo < 0,001 < 0,001 < 0,001

'HO: hora zero de resfriamento (momento da diluigdo); H6, H12, H24, H48 ¢ H72: Horas 6, 12, 24, 48 ¢ 72 de
resfriamento, respectivamente. > In natura: sémen nio diluido sem adigdo de PS. *ACP: Sémen diluido em ACP®-
104 sem adigdo de PS." Sémen diluido em ACP®-104 suplementado com 0,25, 0,50 ¢ 0,75 mg.mL™' de PS.
Resultados expressos em média + desvio padrdo. * Para uma mesma varidvel, médias com letras mintisculas
distintas, em uma mesma coluna, sdo significativamente diferentes entre si pelo teste de Tukey (ANOVA; P<0,05).

Meédias com letras maitsculas distintas, em uma mesma linha, sio significativamente diferentes entre si pelo teste
de Tukey (ANOVA; P<0,05).

A partir de 48 horas de resfriamento, os valores de VCL, VSL e VAP foram reduzidos
a zero. Enquanto que o tratamento ACP, ou seja, sémen resfriado diluido em ACP®-104 sem
adicdo de PS, apos 24 h de armazenamento manteve os valores de VCL (55,8 £ 18,7 um.s™),
VSL (44,4 + 15,5 um.s") e VAP (52,1 £ 12,7 um.s') em comportamento proximo a estabilidade
(P>0,05), em relacao as horas zero (HO), seis (H6) e doze (H12). Esse resultado reitera a
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importancia e eficacia do uso de ACP®-104 como diluidor durante o processo de resfriamento
seminal de tambaqui a 4 °C. Alguns trabalhos demostraram a eficacia do ACP®-104 quando
empregado como diluidor durante o resfriamento e congelamento seminal de C. macropomum,
Prochilodus brevis e Cyprinus carpio (DE ALMEIDA-MONTEIRO et al., 2020; DE
OLIVEIRA et al., 2022; DO NASCIMENTO et al., 2017; LINHARES et al., 2015).

Além disso, a VCL em até 24 h, foi estatisticamente superior aos tratamentos in natura
(19,4 + 4,5 pm.s), ACP-PS-0,25 (21,9 = 7,5 pm.s') e ACP-PS-0,75 (17,3 £ 1,5 pm.s™;
P<0,05), mas ndo diferiu de ACP-PS-500 (32,6 + 15,3 pm.s™'; P>0,05). Ao final de 72 h de
armazenamento hipotérmico, a VCL do tratamento ACP (33,6 + 10,4 um.s') foi
significativamente superior aos tratamentos in natura (0,0 + 0,0 um.s™'), ACP-PS-0,25 (21,7 =
2,9 um.s!), ACP-PS-0,50 (18,6 = 1,5 um.s™') e ACP-PS-0,75 (20,9 + 2,9 um.s!; P<0,05). Os
tratamentos diluidos em ACP com adicao das diferentes concentragdes de PS nao diferiram
entre si (P>0,05).

Comportamento semelhante foi observado para VSL, de tal forma que, ao final de 72
horas de resfriamento, o tratamento ACP foi significativamente superior ao tratamento in
natura (0,0 £ 0,0 pm.s™'), ACP-PS-0,25 (7,0 £ 2,6 um.s™'), ACP-PS-0,50 (5,0 £ 2,8 um.s) e
ACP-PS-0,75 (6,1 £2,6 um.s!; P<0,05). Nao foram observadas diferengas entre os tratamentos
com adi¢ao de PS (P>0,05).

A competicao espermatica ¢ uma condi¢ao caracteristica de peixes com fertilizagao
externa e influenciada por algumas qualificacdes dos espermatozoides (STOLTZ; NEFF,
2006). As velocidades espermaticas (VCL, VSL e VAP) sdo importantes parametros
reprodutivos para peixes (SALMITO-VANDERLEY et al., 2014), sendo correlacionadas
positivamente as taxas de fertilizacdo e ao sucesso reprodutivo (VIVEIROS et al., 2010;
SANCHES et al., 2015). Dentre as quais, destaca-se a VCL, devido ao movimento circular
contribuir para o encontro dos espermatozoides com a micropila, favorecendo assim, a
fertilizacdo (DO NASCIMENTO et al., 2022; KIME et al., 2001).

A VSL indica a velocidade média do percurso do espermatozoide em fun¢do da linha
reta, estabelecida entre os pontos inicial e final da trajetéria (SALMITO-VANDERLEY et al.,
2014). Espermatozoides com elevado VSL apresentam trajetoria regular, linear e com reduzido
movimento lateral (DI CHIACCHIO et al., 2017). Além disso, sdo apontadas correlagdes
positivas entre VSL e a taxa de fertilizagdo (FIGUEROA ef al., 2016), assim como, nas taxas
de motilidade e nas velocidades espermaticas (SANCHES et al., 2015; VIVEIROS et al., 2010).

Os resultados de VCL e VSL sugerem a ocorréncia de uma interacao negativa, a partir de 24 h
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de armazenamento a 4 °C, entre os polissacarideos sulfatados e o s€émen de tambaqui diluido
em ACP®-104, causando interferéncias niio favoraveis a tais pardmetros espermaticos.

Enquanto que, para a VAP, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os
tratamentos ACP (22,8 + 8,9 um.s'') e ACP-PS-0,25 (22,8 = 8,9 um.s™'; P>0,05), ao final de 72
horas de resfriamento seminal. De tal forma que, as maiores concentragdes de PS, ou seja, ACP-
PS-0,50 e ACP-PS-0,75 ndo diferiram entre si (P>0,05) e promoveram maiores redugoes de
VAP (9,4 +3,4¢ 10,3 2,8 um s}, respectivamente).

Esses resultados sugerem uma baixa afinidade entre os espermatozoides da espécie e
as maiores concentracdes de PS da macroalga (para VAP) ou até mesmo um efeito negativo
dessas substancias as células espermaticas (para VCL e VSL). Outra hipotese € que a adicao de
PS aumentou, gradativamente, a viscosidade do meio diluidor ao decorrer do tempo de
armazenamento, elevando assim, a resisténcia ao movimento espermatico. Ao estudarem,
respectivamente, a estrutura de polissacarideos e a suplementagdo meio criodiluidor com PS de
macroalgas verdes, Robic et al. (2009) e Do Nascimento et al. (2022) verificaram o aumento
da viscosidade dos meios com a adi¢do desses polimeros. As macroalgas marrons constituem
as principais fontes de alginato, um importante polissacarideo com grande capacidade para
formacao de géis e aumento da viscosidade do meio aquoso (KAIDI et al., 2022;
VASCONCELOS; ARAUJO; SANTANA, 2015).

Além disso, os polissacarideos sulfatados presentes nas macroalgas marrons, a
exemplo da A. nodosum, sdo constituidos, em sua maior parte, por fucoidans e ascofilianos
(USOV et al., 2022), cuja solubilidade ¢ dependente do nivel de ramifica¢des e da quantidade
de grupamentos sulfato (AROKIARAJAN et al., 2022). Dessa forma, novas pesquisas devem
ser realizadas a fim de verificar o grau de solubilidade e os impactos da adicdo de PS da
macroalga A. nodosum sobre a viscosidade do meio diluidor e suas influencias sobre os
parametros cinéticos de espermatozoides submetidos ao resfriamento seminal.

Em até seis horas de resfriamento, os valores da integridade do DNA espermatico dos
tratamentos ACP-PS-0,25 (85,06 £+ 2,74%) e ACP-PS-0,50 (85,12 + 4,39%) mantiveram-se
proximos a 85%, sendo estatisticamente superior ao tratamento ACP (78,37 + 6,65%) e aos
tratamentos in natura (69,50 + 9,52%) e ACP-PS-0,75 (70,37 + 9,07%), ambos com valores de
integridade de DNA proximos a 70% (Figura 6). Além disso, para ACP-PS-0,25 e ACP-PS-
0,50, ndo houve diferenca entre as horas zero e seis (P>0,05), o que sugere uma interagdo
positiva entre as menores concentracdes de polissacarideos sulfatados e a manutengdo da

integridade de DNA espermatica em até seis horas de resfriamento.
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Figura 6 — Integridade do DNA (%) dos espermatozoides de tambaqui (Colossoma

macropomum) resfriados em meio diluente suplementado com diferentes concentragdes de

polissacarideos sulfatados extraidos da macroalga marinha Ascophyllum nodosum (n =8 pools).
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In natura: sémen nio diluido sem adi¢do de PS. ACP: Sémen diluido em ACP®-104 sem adi¢do de PS.
ACP-PS-0,25, ACP-PS-0,50 ¢ ACP-PS-0,75: sémen com diluido em ACP®-104 suplementado com
0,25, 0,50 ¢ 0,75 mg.rnL'1 de PS, respectivamente. Na tltima hora de resfriamento (72 h), médias com
letras iguais ndo apresentam diferencas significativas entre si pelo teste de Tukey (ANOVA, P<0,05).

A integridade do DNA ¢ um fator essencial para que as células germinativas permitam
a transmissdo adequada da informagdo genética parental a progénie (FERNANDEZ-DIEZ et
al., 2016; FIGUEROA et al., 2020). A adicdo de compostos antioxidantes, a exemplo dos PS,
¢ uma alternativa para neutralizar o estresse oxidativo gerado pelo emprego das técnicas de
criopreservacao, que tem sido associado a danos no DNA espermatico de peixes, sendo uma
das principais causas da fragmentagdo do DNA (MELLO et al., 2017; OGRETMEN et al.,
2015; SANDOVAL-VARGAS et al., 2021).

O aumento de espécies reativas de oxigénio como o superoxido (Oz7), radical hidroxila
(OH") e peroxido de hidrogénio (H202) geram lesdes estruturais na fita dupla do DNA. Nele, os
principais alvos de EROs sdo as bases nitrogenadas, em especial a guanina e adenina, devido
aos seus baixos potenciais redox. Essa reagdo promove o enfraquecimento da ligacao entre as
bases nitrogenadas na posicao 8 (8-0xodG e 8-o0xodA) e a unidade de ribose adjacente, o que
pode gerar a perda da base oxidada, a desestabiliza¢do da estrutura e a fragmentagdo do DNA
(AITKEN; JONES; ROBERTSON, 2012; CONTRERAS et al., 2020; FIGUEROA et al.,
2020).
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Ap6s seis horas de armazenamento hipotérmico houve uma redugdo acentuada e
significativa na quantidade de espermatozoides com DNA integro para todos os tratamentos,
de tal forma que, em 12 horas ap6s o resfriamento, a porcentagem de espermatozoides com
DNA nao fragmentado manteve-se abaixo de 40%. Nesse periodo, o tratamento ACP (33,87 +
4,73%) apresentou a maior quantidade de células espermaticas com DNA intacto, enquanto os
tratamentos com as maiores concentracdes de polissacarideos sulfatados ACP-PS-0,50 (14,62
+ 2,72%) e ACP-PS-0,75 (18,12 £ 2,37%) apresentaram os menores resultados. A partir de
entdo, houve uma redu¢do gradativa da integridade de DNA em todos os tratamentos ao longo
do tempo. Esse comportamento foi observado até o final do periodo experimental, em que ndo
foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos quanto a integridade de DNA
espermatico ao final de 72 horas de resfriamento (P>0,05), com valores inferiores a 10%.

No entanto, ¢ importante considerarmos um comportamento estavel nos valores de
integridade de DNA espermatico dos tratamentos ACP-PS-0,50 (7,56 + 1,08 %) ¢ ACP-PS-
0,75 (6,50 = 0,88 %) a partir de 24 horas, até o final de 72 horas de resfriamento, quando os
valores foram de 6,87 £ 0,58 % ¢ 6,62 + 0,87 %, respectivamente. Nao apresentando, por tanto,
diferencas estatisticas entre as horas 24 (H24), 48 (H48) e 72 (H72; P>0,05). Enquanto que o
tratamento controle (ACP) apresentou uma perca crescente no numero de espermatozoides com
DNA integro nas horas 24 (19,68 £+ 1,44 %), 48 (10,31 £ 0,96 %) e 72 (4,37 £ 1,46%),
apresentando diferengas significativas em seus valores durante os trés periodos de
armazenamento a 4 °C (P<0,05).

Isso sugere que a adi¢do das maiores concentragdes de PS (0,50 e 0,75 mg.mL™") é
capaz de manter a estabilidade da integridade do DNA espermatico entre 24 ¢ 72 horas de
resfriamento seminal a 4 °C. Essa hipotese pode ser justificada pelo comportamento declinante
observado no tratamento controle ACP, durante esse mesmo periodo de armazenamento sob as
mesmas condigdes. Acreditamos ainda, que em periodos de armazenamento hipotérmico
superiores a 72 horas, os danos a integridade do DNA espermatico no tratamento ACP
tenderiam a 100%, enquanto que aos dos tratamentos ACP-PS-0,50 e ACP-PS-0,75
permaneceriam constantes.

Porém, esses valores de integridade de DNA, até mesmo para o tratamento controle
ACP, estao muito abaixo dos considerados ideais para fertilizacdo de oocitos em peixes.
Segundo a literatura ¢ necessario que ao menos 90% do DNA espermatico esteja integro
(FERNANDEZ-DIEZ et al., 2015; PEREZ-CEREZALES et al., 2010). Em estudos com a truta-

arco-iris, Oncorhynchus mykiss, Pérez-Cerezales et al. (2010) e Fernandez-Diez et al. (2015)
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verificaram que os oocitos da espécie sdo capazes de reparar até 10% da fragmentacdo do DNA
espermatico durante as primeiras clivagens pos-fertilizacao.

Esses efeitos negativos nem sempre diminuem a funcionalidade do espermatozoide e
a capacidade de fertilizacdo, porém, podem afetar os processos celulares e moleculares pos-
fertilizacdo e gerar embrides defeituosos (FERNANDEZ-DfEZ; HERRAEZ, 2018;
FIGUEROA et al., 2020). A integridade da cromatina espermatica desempenha um importante
papel durante as primeiras fases do desenvolvimento embrionario. Danos a cromatina de
espermatozoides demostram ter efeitos mais relevantes no inicio do desenvolvimento
embrionario do que durante a propria fertilizagdo (FIGUEROA et al., 2020).

No presente trabalho, a adi¢gdo de PS como agentes antioxidantes ndo foi capaz de
promover a manutencao da integridade de DNA de células espermaticas por mais de seis horas
de resfriamento a 4 °C. Essa suplementa¢do ao meio diluidor causou um efeito negativo sobre
esse parametro espermatico, de tal forma que as maiores concentragdes de PS aceleraram os
processos que resultaram na diminuicao da integridade de DNA dos espermatozoides. Nossos
resultados corroboram com os achados por Cabrita et al. (2011), esses autores observaram que
a suplementacdo com dois compostos antioxidantes (4cido ascorbico e a-tocoferol) na
congelacao seminal de robalo europeu, promoveu um aumento no dano ao DNA espermatico,
0 que sugere uma potencializagdo do efeito oxidativo em vez da prote¢ao contra danos. Por
outro lado, um efeito oposto foi verificado por Mirzoyan et al. (2006), que ao suplementarem
o meio de congelacdo do s€émen de esturjdo (Acipenser gueldenstaedti) com éacido ascorbico,
verificaram a redu¢do de deformidades cromossdmicas em embrides em desenvolvimento, que
sugere a reducdo de danos no DNA espermatico da espécie.

Com base nessas informagdes e nos resultados obtidos no presente trabalho, ¢é
sugerido um efeito espécie-especifico que provavelmente ndo depende apenas do tipo de
antioxidante adicionado, mas também sua concentracdo e interagdo com o meio diluidor
utilizado (CABRITA et al., 2011). Apesar disso, o comportamento de estabilizagdo da
integridade do DNA espermatico com a adi¢do das maiores concentragdes de PS, observado a
partir de 24 horas de resfriamento, frente ao grupo controle, deve ser objeto de novos estudos.
Neles, deve-se verificar maiores tempos de armazenamento seminal a 4 °C, para correlacionar
a manutencao dos parametros espermaticos durante o resfriamento a curto e médio prazo, com
a adi¢do de polissacarideos sulfatados.

Quanto a morfologia espermatica, ndo foram observadas diferencas significativas
entre os tratamentos suplementados ou ndo com polissacarideos sulfatados, ao longo dos

diferentes tempos de resfriamento seminal a 4 °C (Figura 7). Ao final de 72 horas, o tratamento
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ACP apresentou 93,8 = 1,1% de espermatozoides com morfologia normal, enquanto que os
tratamentos com PS (ACP-PS-0,75; ACP-PS-0,50 e ACP-PS-0,25) apresentaram 90,5 + 4,1%,
88,9 +4,0% e 87,9 £ 4,6%, respectivamente, sem diferengas estatisticas entre os quatro grupos
(P>0,05). No entanto, no tratamento in natura houve uma queda significativa na qualidade

morfologica dos espermatozoides.

Figura 7 — Morfologia (%) dos espermatozoides de tambaqui (Colossoma macropomum)
resfriados em meio diluente suplementado com diferentes concentragdes de polissacarideos
sulfatados extraidos da macroalga marinha Ascophyllum nodosum (n = 8 pools).
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In natura: sémen nio diluido sem adi¢do de PS. ACP: Sémen diluido em ACP®-104 sem adi¢do de PS. ACP-PS-
0,25, ACP-PS-0,50 ¢ ACP-PS-0,75: sémen com diluido em ACP®-104 suplementado com 0,25, 0,50 e 0,75
mg.mL! de PS, respectivamente. Na ultima hora de resfriamento (72 h), médias com letras distintas sdo
significativamente diferentes entre si pelo teste de Tukey (ANOVA, P<0,05).

Esse resultado sugere que a suplementagdao do meio diluente com polissacarideos
sulfatados ndo interferiu sobre a porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais
durante o resfriamento seminal de tambaqui a 4 °C. Respostas diferentes foram encontradas por
Pereira et al. (2020), ao obterem maiores taxas de anormalidades espermatica com uso de
maiores concentragdes de PS (0,5 e 1,0 mg.mL™") extraidos de Caulerpa cupressoides e Solieria
filiformis, durante a suplementacdo do meio de congelacdo seminal de tambaqui. Isso sugere
mais uma vez que os efeitos da suplementacdo do meio diluidor sdo dependentes das

caracteristicas e da concentracdo do composto suplementar adicionado, o que pode promover
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uma interagao espécie-especifico com o s€émen utilizado (CABRITA et al., 2011; PEREIRA et
al., 2020).

O tratamento controle in natura, ou seja, sem diluicdo, manteve o nivel de
espermatozoides com morfologia normal em 90,1 + 2,8% em até 12 horas de resfriamento, sem
diferenca estatistica entre os demais tratamentos (P>0,05). Porém, apds as 12 horas de
resfriamento a 4 °C houve uma redugao significativa na quantidade de espermatozoides normais
deste tratamento, tornando-se substancialmente inferior aos demais apds 24 (79,2 £+ 6,5%), 48
(22,1 £14,2%) e 72 (2,87 £ 1,1) horas (P<0,05). Esse achado refor¢a ainda mais a necessidade
do uso de um bom diluente durante o armazenamento seminal de tambaqui a curto prazo, que
além de prevenir o inicio da ativacao e motilidade espermadtica, fornece nutrientes e energia
(ATP) aos espermatozoides, que ¢ essencial para manter sua estrutura e viabilidade durante o
armazenamento (CONTRERAS et al., 2020).

Dentre os pardmetros que avaliam a integridade estrutural dos espermatozoides, a
analise da morfologia espermatica ¢ essencial devido sua relacdo direta com a capacidade
fecundante dos gametas (MILIORINI ef al., 2011). Estudos sugerem que as morfopatologias
espermadticas tém sido associadas a infertilidade e esterilidade de machos na maioria das
espécies estudadas, de modo que a estrutura do espermatozoide desempenha um papel
consideravel na velocidade de natagdo e na capacidade de ligacao ao odcito, ambos os quais,
influenciam decisivamente no processo de fertilizagdo (CHENOWETH, 2005; MCDIARMID
etal., 2022).

Ao término do periodo experimental (72 horas de resfriamento), todos os tratamentos
diluidos, com ou sem PS, apresentaram porcentagem de espermatozoides morfologicamente
normais superior a 85%. Esse valor esta dentro da faixa aceitdvel para viabilidade da fertilizacao
em peixes (até 50% de anormalidades; MILIORINI et al., 2011). Segundo Miliorini et al.
(2011), tal valor ¢ justificavel pela elevada relagdo espermatozoide: odcito, em um ambiente
pequeno e controlado, exercer um efeito compensatério sobre as anormalidades espermaticas,
possibilitando assim, a ocorréncia da fertilizagao.

A integridade da membrana espermatica do sémen de tambaqui sofreu variagdes entre
os tratamentos durante os diferentes tempos de resfriamento a 4 °C. Porém, para os tratamentos
diluidos, com ou sem adi¢do de polissacarideos sulfatados, ndo houve alteragao significativa na
porcentagem de espermatozoides com membrana integra ao longo de 72 horas de

armazenamento a 4 °C, com mantenga de seus valores acima de 75% (Figura 8).
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Figura 8 — Integridade de membrana plasmatica (%) dos espermatozoides de tambaqui
(Colossoma macropomum) resfriados em meio diluente suplementado com diferentes
concentragdes de polissacarideos sulfatados extraidos da macroalga marinha Ascophyllum
nodosum (n = 8 pools).
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In natura: sémen ndo diluido sem adigdo de PS. ACP: sémen diluido em ACP®-104 sem adigdo de ps. ACP-PS-
0,25, ACP-PS-0,50 ¢ ACP-PS-0,75: sémen com diluido em ACP®-104 suplementado com 0,25, 0,50 ¢ 0,75 mg.ml
de PS, respectivamente. na tltima hora de resfriamento (72 h), médias com letras distintas sdo significativamente
diferentes entre si pelo teste de Tukey (ANOVA, P<0,05).

J4

A integridade da membrana plasmatica ¢ uma importante andlise utilizada como
indicador de qualidade dos espermatozoides. Esse teste verifica a quantidade de células
espermaticas com membrana intacta (TORRES; TIERSCH, 2016). Tal estrutura ¢ altamente
especializada e possui fun¢des fundamentais nos distintos processos que modulam a capacidade
de ligagdo do espermatozoide ao oocito (GAUTIER; AURICH, 2022). A técnica de
criopreservacdo seminal causa injurias as membranas plasmaticas dos espermatozoides
(CABRITA et al., 2014) e, dentre as principais estruturas afetadas estdo as membranas
plasmaticas (SEGOVIA et al., 2000).

Devido a reducdo de enzimas antioxidantes citoplasmaticas durante a espermatogénese
(GAUTIER; AURICH, 2022), ao desequilibrio do sistema antioxidante natural causado pela
dilui¢do do plasma seminal (MOTTA et al., 2022) e a presenga de acidos graxos poli-
insaturados em sua composicdo, a membrana espermatica torna-se mais vulneravel a
peroxidagdo lipidica e a acdo de EROs (WATHES et al., 2007). O ataque oxidativo causado
pelas EROs podem resultar em uma série de alteragdes patoldgicas aos espermatozoides, tais

como a oxidagdo proteica, prejuizos a peca intermedidria, deficiéncias mitocondriais e
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fragmentagdo do DNA (CABRITA et al.,2014; DA COSTA; STREIT JR., 2019), contribuindo
assim, para a redu¢do da viabilidade espermatica e fecundidade do s€émen (AITKEN, 2020).

Ao final de 72 horas de armazenamento, ndo houve diferenca estatistica quanto a
integridade da membrana espermatica entre o tratamento controle ACP (88,7 + 3,3%) e os
tratamentos com a menores concentragdes de PS, ou seja, ACP-PS-0,25 (83,8 + 3,1%) e ACP-
PS-0,50 (82,7 +£2,8%). Enquanto que o tratamento com a maior concentragao de PS (ACP-PS-
0,75) obteve resultado significativamente inferior ao controle (77,5 + 3,1%), mas ndo diferiu
das demais concentragdes (ACP-PS-0,25 e ACP-PS-0,50; P>0,05).

Esse resultado corrobora com os obtidos por Pereira ef al. (2020), que ao testarem
concentragdes semelhantes de PS de macroalgas marinhas no meio de congelagdo seminal de
tambaqui, observaram que as maiores concentragdes de PS proporcionaram menores taxas de
integridade de membrana espermatica. Os resultados sugerem que altas concentragdes desses
polimeros podem aumentar a susceptibilidade da célula espermatica aos efeitos do
resfriamento, diminuindo assim a viabilidade do espermatozoide.

Para o grupo controle in natura, a taxa de espermatozoides com membrana integra
decresceu nos diferentes tempos de resfriamento. Os valores de integridade de membrana
durante as horas 0 (91,8 £ 1,9%), 6 (91,8 = 2,4%) e 12 (89,2 £ 1,6%) ndo apresentaram
diferencas significativas entre si (P>0,05). Porém, a partir de 24 horas de resfriamento houve
uma significante e acentuada elevacdo nas taxas de espermatozoides com membrana rompida,
durante as horas 24 (69,25 + 6,7%), 48 (25,75 £ 12,9%) ¢ 72 (12,6 + 1,7%; P<0,05).

O estresse oxidativo € um processo inevitavel no metabolismo aerdbico. A reducao da
temperatura ¢ tida como um dos principais indutores dessa condigdo durante a criopreservagao
seminal em peixes (CABRITA et al., 2014; FIGUEROA et al., 2018; SANDOVAL-VARGAS
et al., 2021). A formacdo de EROs inicia-se com a dismuta¢do das moléculas de superdxido
(O2) em peroxido perdxido de hidrogénio (H202), processo que pode ser catalisado pela enzima
superoxido dismutase. Apesar da baixa reatividade e fraca acdo oxidante, o H20O2 possui a
capacidade de penetrar facilmente nas membranas celulares (WILGUS et al., 2005) e ligar-se
aos fons de metais de transi¢do, tais como o Fe?" ou Cu** (CAMPO et al., 2006). Por meio das
reacOes de Fenton e Haber-Weiss, esses ions metalicos catalisam a forma¢ao do radical
hidroxila (OH"), uma das espécies radicalares mais reativas e de elevada contribuicao para o
processo de peroxidacao lipidica (CAMPO et al., 2006; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015;
Ql et al., 2005).

Existem dois tipos de mecanismos antioxidantes contra a acdo dos radicais OH, um

que reduz a sua formacao e outro que o elimina (PARWANI et al., 2014). O efeito da produgdo



51

de OH induzida por ions metalicos pode ser mitigado pelo uso de moléculas que apresentem
atividade quelante (CAMPO et al., 2006). Ja foi verificado que os ions de sulfato presentes em
polissacarideos podem interagir com os fons de metais de transicdo, tais quais os Fe?" ou Cu?*,
quelando-os e impedindo o inicio das reacdes de Fenton e de Haber-Weiss (ALBERTINI et al.,
2000; CAEL; WINTER; ARNOTT, 1978; CAMPO et al., 2006). J4 a capacidade de eliminagao
de OH™ pelos PS pode ser justificada pela dessulfatacdo da cadeia polimérica e, posterior
substituicdo do grupamento sulfato pela hidroxila, tornando-o indisponivel ao meio e
protegendo a molécula contra o ataque oxidativo (CAMPO et al., 2006; QI et al., 2005). Porém,
a capacidade antioxidante dos polissacarideos sulfatados ¢ dependente dos padrdes espaciais e
densidade dos grupos sulfatos na cadeia (COSTA et al., 2010; WANG et al., 2008), bem como,
das ligagoes glicosidicas, peso molecular e composicao de agucares (FERREIRA et al., 2015).
Dessa forma, qualquer altera¢do nesses padrdes moleculares pode alterar sua acao.

Interagdes eletrostaticas entre os polissacarideos sulfatados e as glicoproteinas das
membranas celulares sdo responsaveis pela regulacao de alguns eventos fisioldgicos, tais como
0s que ocorrem nos processos de coagulacao (FONSECA et al., 2008), inflamagao (BRITO et
al., 2008) e respostas antivirais (GANDY et al., 2022; WEI et al., 2022). Acredita-se que essas
interagdes também podem modular a atividade antioxidante na membrana espermatica de
peixes (PEREIRA et al., 2020), entretanto, 0 mecanismo envolvido nos efeitos inibitorios dos
polissacarideos sulfatados sobre a atividade das espécies reativas de oxigénio (EROs) na
membrana espermatica e no fluido seminal ainda ndo ¢ completamente compreendido.

Poucos estudos demostraram os efeitos da adi¢do de polissacarideos sulfatados de
macroalgas marinhas na criopreservacao seminal, dentre eles foi verificado que a adicdo de
polissacarideos sulfatados da macroalga vermelha Solieria filiformis ao meio de congelacao
seminal de tambaqui, promoveu bons resultados na integridade da membrana espermatica
(PEREIRA et al., 2020). Enquanto que a suplementagdo com PS das macroalgas verdes Ulva
lactuca e Caulerpa racemosa nao interferiu sobre esse parametro espermatico para a mesma
espécie (LOBATO et al., 2022). Ao ser verificado a suplementagao do meio criodiluidor com
PS de uma macroalga vermelha (Gracilaria domingensis) e verde (Ulva fasciata), durante a
congelacdo seminal de Prochilodus brevis, ndo foram observados efeitos sobre a integridade da
membrana espermatica da espécie (DO NASCIMENTO et al., 2022). Da mesma forma, a
adi¢@o de PS da macroalga vermelha Gracilaria domigensis ao meio diluidor do resfriamento
seminal de Prochilodus brevis ndo interferiu sobre a integridade da membrana plasmatica em
até 96 horas de armazenamento, porém, foi observado diminui¢ao desse parametro a partir de

desse periodo (SALES et al., 2023). Sugerindo, novamente, que os efeitos dos PS sobre os
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parametros de qualidade espermatica sdo dependentes das interacdes promovidas pela fonte e
concentragdo dos polissacarideos com o sémen da espécie (CABRITA et al., 2011) e,
possivelmente, também dependente do método de conservacao empregado. Até entdo, este ¢ o
primeiro estudo que demostra os efeitos desses polimeros sobre a membrana espermatica de
tambaqui utilizando o método de resfriamento seminal a 4 °C.

Quanto ao teste de fertiliza¢do, os animais induzidos responderam positivamente aos
tratamentos hormonais utilizados neste trabalho. O sémen apresentou aspecto leitoso e
coloracdo esbranquicada (Figura 9A) com volume médio de 4,56 = 1,80 mL por macho e
concentracio espermatica média de 161,62 x 10° espermatozoides.mL™!. Os ovécitos
apresentaram coloracdo homogénea e verde escura (Figura 9B). Cada fémea liberou em torno
de 1.000 g de ovocitos, em uma concentragio proxima a 1.500 ovocitos.g™.

Figura 9 — Aspectos de gametas masculinos e femininos de tambaqui (Colossoma

macropomum) utilizados durante a fertilizacao. (A) Sémen de trés individuos utilizados para
formacao do pool 100% fresco. (B) Ovdcitos de fémea utilizada durante a fertilizagao.

Fonte: Autor.

O desenvolvimento embrionario foi acompanhado até a fase de gastrula e apresentou
uma sequéncia de eventos ap0s a fertilizacao, descritos a seguir. Esse desenvolvimento iniciou-
se apos a fertilizagdo com a diferenciagdo citoplasmatica no polo animal formando o
blastodisco, que corresponde ao primeiro blastdmero, sob uma camada rica em vitelo no polo
vegetal (LEITE et al., 2013). Em sua grande maioria, os ovos de peixes sdo do tipo telolécito,
ou seja, possuem grande quantidade de vitelo, que constitui uma reserva energética utilizada
durante todo o desenvolvimento embrionario (NUNES et al., 2018).

Apesar de ser rico em vitelo, 0 ovo de peixes possui uma pequena quantidade de
citoplasma ativo, presente apenas no blastodisco, que dard origem ao embrido sobre a massa
vitelinica. O blastodisco se divide em planos verticais e horizontais por meio de clivagens em
dire¢do ao polo vegetal, porém sem penetrar no vitelo, que permanece indivisivel durante todo

o desenvolvimento embriondrio até a formacao do saco vitelinico. Esse tipo de segmentagao ¢
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chamado de parcial ou meroblastica discoidal (SALMITO-VANDERLEY; SANTANA, 2010;
LEITE et al., 2013; NUNES et al., 2018).

Apos as continuas clivagens em planos verticais até o aparecimento de 32 blastomeros,
ocorre a formagado do blastoderme, que ¢ uma camada simples de células. A partir de entdo, as
clivagens passam a ter sentido horizontal (LEITE et al., 2013; SALMITO-VANDERLEY;
SANTANA, 2010). Na Figura 10A, podemos observar a divisdo do polo animal de 16 a 32
blastdmeros, do desenvolvimento embriondrio do tambaqui no presente trabalho. A partir de
entdo, nao foi possivel quantificar o nimero de blastomeros, visto que devido ao aumento da
segmentacdo celular foi observado uma diminui¢do gradativa do tamanho dessas células. O
mesmo comportamento foi observado por Marques et al. (2008) ao verificarem o
desenvolvimento embriondrio do pintado (Pseudoplatystoma coruscans) e por Leite et al.

(2013) e Almeida et al. (2019), ao acompanharem o desenvolvimento embrionério de tambaqui.

Figura 10 — Fases do desenvolvimento embrionario de tambaqui (Colossoma macropomum).

Fonte: Autor. (A) Divisdo do polo animal de 16 a 32 blastdmeros. (B) Fase de Blastula. (C) Fase de
Gastrula.

Ao decorrer das segmentacdes foi observado o abaulamento do polo animal
caracteristico da fase de blastula (Figura 10B). Tal abaulamento ¢ obtido da primeira clivagem
no sentido horizontal, dividindo o embrido em duas camadas de células (SALMITO-
VANDERLEY; SANTANA, 2010). As divisdes continuaram a acontecer, € o polo animal foi
acumulando cada vez mais células que iniciaram um movimento em dire¢do ao polo vegetal,
revestindo progressivamente a camada vitelina. Tal deslocamento ¢ caracteristico da fase
gastrula e ¢ conhecido por epibolia. Esse resultado corrobora com os observados por Leite ef
al. (2013) e Almeida et al. (2019) em estudos com o tambaqui. A fase de gastrula (Figura 10C)
foi utilizada para o célculo da taxa de fertilizacao.

Com relagdo a taxa de fertilizacdo, apds 24 horas de resfriamento seminal a 4 °C, nao

houve diferenca estatistica (P>0,05) entre os tratamentos ACP (74,00 + 5,19 %), ACP-PS-0,75
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(68,00 £ 3,46%) e o sémen fresco (77,66 £ 4,51%), ou seja, coletado no mesmo momento da

coleta de oocitos das fémeas (Tabela 3).

Tabela 3 — Taxa de fertilizacdo com sémen de tambaqui (Colossoma macropomum) resfriado
em meio diluente suplementado com diferentes concentragdes de polissacarideos sulfatados da

macroalga marinha Ascophyllum nodosum, em 24 horas de armazenamento a 4 °C (n = 3).

Tratamentos Taxa de Fertilizacao (%)
Sémen Fresco! 77,66 +4,51 a
ACP? 74,00 £ 5,19 a
ACP-PS-0,25" 13,66 1,53 ¢
ACP-PS-0,50" 54,00 +£5,19 b
ACP-PS-0,75" 68,00 + 3,46 a
P-valor <0,001

' Sémen coletado e imediatamente adicionado aos odcitos para fertilizagdo, sem diluigdo e adi¢do de PS. 2ACP:
Sémen diluido em ACP®-104 sem adigdo de PS e resfriado por 24 horas a 4 °C. " Sémen diluido em ACP®-104
suplementado com 0,25, 0,50 e 0,75 mg.mL"! de PS e resfriado por 24 horas a 4 °C. Resultados expressos em
média + desvio padrio. Médias com letras distintas sdo significativamente diferentes entre si pelo teste de Tukey
(ANOVA; P<0,05).

Os resultados demostraram que a maior concentragdo de polissacarideos sulfatados
(0,75 mg.mL") promoveu melhores resultados sobre as taxas de fertiliza¢do, se comparado a
concentragio de 0,25 mg.mL™" (13,66 £ 1,53 %) e 0,5 mg.mL™" (54,00 + 5,19%), sendo
significativamente superior a elas (P<0,05). Além disso, verifica-se que com o aumento da
concentragdo de polissacarideos, ocorreu, também, uma elevagdo progressiva das taxas de
fertilizagao.

Apesar dos resultados negativos sobre a cinética e integridade do DNA espermatico do
sémen de tambaqui pos-resfriado, a maior concentragdo de polissacarideos sulfatados da
macroalga A. nodosum nao promoveu efeito negativo sobre as taxas de fertilizagdo, uma vez
que ndo diferiu do tratamento controle ACP. Entretanto, a melhoria gradual desse parametro
com o aumento da concentracdo do polimero, sugere que concentragdes superiores a 0,75
mg.mL"! podem proporcionar melhoras sobre esse indice. Segundo Pedreira et al. (2022) e
Figueroa et al. (2020), a fragmentacdo do DNA espermatico causada pelas técnicas de
preservacdo seminal nem sempre estd associada a perda de motilidade ou diminuicdo na
fertilidade, porém, podem causar danos celulares que podem afetar o periodo pos-fertilizagao

ou desenvolvimento embrionario.
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Tal fato foi observado por Riesco et al. (2017), que ao estudarem o sémen
criopreservado de linguado (Solea senegalensis) verificaram danos no DNA espermatico,
prejudicando a expressdao do gene HSP70 que estd relacionado ao desenvolvimento
embriondrio. Dessa forma, ¢ sugerido que as taxas de fertilizagdo ndo foram afetadas pelas
concentragdes de polissacarideos sulfatados, pois os danos observados no DNA espermatico
podem ter ocorrido em locais do genoma que ndo se relacionam a genes envolvidos durante a
fertilizacao.

Neste trabalho, os polissacarideos sulfatados extraidos de 4. nodosum foram testados
em observancia ao seu potencial efeito antioxidante sobre o meio espermatico, durante o
resfriamento seminal de C. macropomum. A suplementacao dos meios de conservacao seminal
de peixes com esses polimeros naturais pode ser uma alternativa ao uso de antioxidantes
sintéticos. Portanto, este foi o primeiro estudo a analisar os efeitos da suplementagdo de PS,
extraidos de uma macroalga de clima temperado, ao meio diluidor no resfriamento seminal de
C. macropomum, uma espécie de peixe neotropical.

A adi¢ao de PS ao meio diluidor acelerou a ocorréncia de efeitos adversos a integridade
do DNA e parametros cinéticos (Motilidade total, VCL, VSL e VAP) dos espermatozoides, mas
ndo teve influéncia sobre a integridade de membrada e morfologia espermatica. Para fomentar
efeitos positivos ao meio seminal, os compostos antioxidantes devem promover uma boa
interacdo com o sémen ¢ o proprio diluidor. Entretanto, essas interagdes bioquimicas dos PS
extraidos de macroalgas marinhas sdo dependentes de caracteristicas intrinsecas desses
polimeros, que sdo influenciadas pela espécie e regido anatomica do tecido usado para extragdo,
localizagdo geografica de coleta da amostra, época da colheita e até mesmo, o procedimento de
extracdo (YUAN; MACQUARRIE, 2015).

Além disso, polissacarideos sulfatados extraidos de outras espécies de macroalgas
podem ser testados, aumentando assim, o grau de conhecimento sobre essas moléculas e
validando a aplicabilidade desses compostos para as técnicas de conservacao seminal de

Colossoma macropomum.
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7 CONCLUSAO

A suplementa¢do do meio de resfriamento seminal de tambaqui com polissacarideos
sulfatados de 4. nodosum nao € capaz de manter a integridade do DNA e a cinética espermatica
ao longo de 72 h de armazenamento a 4 °C. Contudo, ndo apresenta efeitos negativos sobre a
integridade da membrana e na morfologia dos espermatozoides da espécie. Além disso, €
possivel concluir que a adigdo de 0,75 mg.mL™! de PS promove melhorias sobre a taxa de
fertilizagao em até 24 horas de resfriamento seminal de tambaqui, sendo portanto, recomendado
sua adicao para manutencdo da capacidade fecundante dos espermatozoides da espécie. Assim,
a adi¢do de polissacarideos sulfatados ao meio de resfriamento de células espermaticas deve ser
mais estudada, para conhecimento de seus efeitos inter e intraespecificos e aperfeicoamento de
protocolos de criopreservagdao seminal de peixes. Ademais, podemos concluir que para a
manutencdo das células espermaticas de C. macropomum durante o resfriamento seminal, se

faz necessario o uso de bons diluentes, sendo o ACP®-104 indicado para esta finalidade.
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