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ABSTRACT

Background: The addition of antioxidant substances to a cryoprotective solution can increase its protective capacity,
shielding spermatozoa from the oxidative stress caused by the seminal cryopreservation process. However, there is no
record of a seminal cryopreservation protocol of tambaqui (Colossoma macropomum) using antioxidants as a supplement
to the cryoprotective solution. Thus, the objective of this study was to evaluate the effects of adding vitamin C, vitamin E,
cysteine, and/or taurine to the seminal cryopreservation of tambaqui.

Materials, Methods & Results: Pools of semen (n = 10) were diluted in cryoprotective solutions supplemented with: vitamin
C (T1), vitamin E (T2), vitamin C + vitamin E (T3), cysteine (T4), taurine (T5), and taurine + cysteine (T6). The control treat-
ment (T7) was not supplemented. Diluted semen was loaded in 0.5 mL straws, frozen in a dry-shipper, stored in a cryogenic
cylinder, and then thawed in a water bath (45°C for eight seconds). The quality of fresh and cryopreserved semen was evaluated
by measuring total motility, progressive motility, curvilinear velocity (VCL), straight line velocity (VSL), average path velocity
(VAP), linearity, and straightness using a computerized system of sperm analysis. Sperm membrane integrity parameters were
analyzed using eosin-nigrosin staining, sperm morphology was assessed using pink bengal staining, and motility duration was
measured by a digital timer. Data were analyzed using the statistical program SAS (2002) and the results were expressed as
means =+ standard error of the mean. The results showed that, in general, there was no significant increase in seminal quality
when antioxidants were added to the cryoprotective solution. The TS treatment promoted an increase (P < 0.05) in progressive
motility when compared to T1 (6.33 £ 1.14% and 2.98 + 0.88%, respectively). However, it did not differ significantly (P > 0.05)
from the other treatments. Treatments T2 and T5 presented the highest values of VCL (34.74 + 2.58 and 33.60 + 1.81 um.s’',
respectively). These were higher (P < 0.05) than T1 (26.31 + 1.64 um.s™) but not different (P > 0.05) from the T7 control (30.87
+ 1.49 um.s™'). The VSL and VAP results showed that T1 presented the lowest velocity (9.89 + 1.75 and 15.06 + 1.92 ym.s™',
respectively) compared to the other treatments (P < 0.05) that did not differ from each other. Combining the two vitamins (T3)
or the two amino acids (T6) was not advantageous in relation to the use of only one of these antioxidants.

Discussion: The present study reports, for the first time, results of the addition of antioxidants to the tambaqui seminal
freezing medium. The addition of taurine and vitamin E, although not significantly different from the control treatment,
resulted in a tendency to increase sperm kinetics. This effect may be due to the action of taurine as a regulator of Ca*
transporters, which is necessary to trigger sperm activation, and to the ability of vitamin E to scavenge reactive oxygen
species produced during lipid peroxidation. On the other hand, the reduced sperm quality observed when vitamin C was
used may have been related to the toxicity caused by a high concentration of this vitamin. In addition, once the safe dose
of antioxidants has been exceeded, the normal physiological functions of reactive oxygen species can be inhibited. Thus,
it is concluded that the use of vitamin E and taurine promotes promising results of curvilinear velocity after thawing of
sperm. Therefore, these treatments are recommended, as well as more tests to determine their optimal concentrations.
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INTRODUCAO

O tambaqui (Colossoma macropomum) é
um peixe reofilico, nativo da bacia amazonica, cujo
aumento da demanda por sua carne faz dele a espécie
nativa mais cultivada no Brasil [10]. A expansao
de seu cultivo tem suscitado investimentos para o
desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas,
buscando tornar sua producdo mais eficiente e au-
xiliar na manutencdo dos estoques naturais. Entre
essas biotecnologias, a criopreservacdo seminal
destaca-se por permitir o transporte de gametas mas-
culinos entre pisciculturas e institui¢des de pesquisa,
promovendo, assim, a variabilidade genética [12].

Contudo, o processo de criopreservacao pode
provocar danos as células espermaticas, como forma-
cdo de cristais de gelo intracelular, choque térmico
e estresse oxidativo [17,25]. As espécies reativas de
oxigénio resultantes desse processo podem levar a
reducdo da motilidade e viabilidade espermaticas,
limitando a capacidade fertilizante do sémen des-
congelado [2]. Assim, como forma de minimizar o
problema, a suplementacao das solugdes criodiluidoras
com antioxidantes visa conferir poder antioxidante
a estas, buscando melhores resultados de qualidade
espermatica p6s-descongelacdo.

Entre os antioxidantes que ja apresentaram
resultados positivos na criopreservacdo seminal de
teledsteos, pode-se citar as vitaminas C (4cido as-
corbico) e E (a-tocoferol), e os aminodcidos cisteina
e taurina [1,6,11,14,18,19]. No entanto, ndo existem
relatos na literatura sobre a utilizacao de antioxidantes
na criopreservagdo seminal de tambaqui, incluindo os
supracitados. Portanto, esse estudo objetivou avaliar os
efeitos da adicdo de vitamina C, vitamina E, cisteina
e taurina sobre a qualidade do sémen criopreservado
de tambaqui.

MATERIAIS E METODOS

Animais experimentais e coleta seminal

Os experimentos foram realizados em For-
taleza, Ceard, Brasil. Foram utilizados 30 machos
de tambaqui, do Centro de Biotecnologia Aplicada a
Aquicultura — Universidade Federal do Ceard, com
peso médio de cinco quilogramas, que apresentaram
papila urogenital hiperémica e liberagdo seminal sob
leve pressdo abdominal. Os animais foram induzidos
hormonalmente a reprodugao, por aplicagao, via intra-

celomadtica, de 2,5 mg de extrato hipofisario de carpa
por quilograma de peso vivo.

Decorridas 18 h da indugdo, os animais fo-
ram sedados por imersdo em solu¢cdo de Eugenol
(Sigma-Aldrich®)!, na propor¢dao de 1:10:10000
(Eugenol:élcool:dgua) até que a perda do equilibrio
do animal (ventre voltado para cima) fosse observada.
O sémen foi coletado [20] e transportado em caixas
térmicas contendo gelo, até o Laboratério de Bio-
tecnologia da Reproducdo de Peixes - Universidade
Estadual do Ceara, onde as amostras foram analisadas
e criopreservadas.

Criopreservacdo e descongelacdo seminal

Foram selecionadas para a criopreservacao as
amostras que apresentaram motilidade total igual ou
superior a 80%. As amostras selecionadas foram uti-
lizadas na formacao de 10 pools, cada pool contendo
amostra seminal de trés animais. As amostras de s€men
in natura (n = 10) foram diluidas (1:9 - sémen:diluidor)
e criopreservadas em solugdo de 5% de Glicose (Ve-
tec®)? e 10% de Dimetilsulf6xido (Dinamica®)?, suple-
mentada com 1 mM de: vitamina C (Farmaférmula®)*
- T1, vitamina E (Farmaférmula®)* - T2, vitamina C
+ vitamina E - T3, cisteina (Farmaf6rmula®)* - T4,
taurina (Farmaférmula®)* - TS ou cisteina + taurina
- T6. A solucao nao suplementada foi utilizada como
controle - T7.

O sémen diluido foi envasado em palhetas
francesas de 0,5 mL e deixado em tempo de equilibrio
por 10 min, a aproximadamente 10°C. Em seguida, as
palhetas foram levadas ao dry-shipper, onde foram
congeladas em vapor de nitrogénio (-167°C) por 15
min e, posteriormente, armazenadas em botijdo de
nitrogénio liquido (-196°C). Quinze dias apds a crio-
preservacdo, as amostras foram descongeladas por
imersdo em banho-maria a 45°C por 8 s. O s€émen in
natura e as amostras descongeladas foram avaliados
quanto a cinética, integridade de membrana e morfo-
logia espermaticas, como descrito a seguir.

Andlise da cinética espermdtica

Para avaliar a cinética espermatica, foram
analisados os parametros duragdo da motilidade (s),
motilidade total (%), motilidade progressiva (%),
velocidade curvilinear (VCL - um.s™), velocidade em
linhareta (VSL - um.s™), velocidade média do percurso
(VAP - um.s), linearidade (LIN - %) e retilinearidade
(STR - %).
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As andlises foram feitas utilizando o sistema
de andlise seminal auxiliada por computador (CASA),
por meio do software Sperm Class Analyser (SCA -
Microptics®)’, usando a configurac¢@o indicada para
peixes. Para isso, 1 uL. de s€émen foi depositado sobre
camara de Makler, ativado com 100 pL NaCl (125 mM)
e submetido imediatamente as andlises. Para a anélise
da duragdo da motilidade, um crondmetro foi acionado
no momento da ativagdo e parado quando apenas 10%
dos espermatozoides permanecessem maoveis.

Andlise da integridade de membrana espermdtica

A integridade das membranas espermaticas foi
avaliada utilizando o método de coloragdo eosina-ni-
grosina. Para essa andlise, foram confeccionadas lami-
nas a partir do esfregaco de 5 L de amostra seminal co-
rada, na propor¢do 1:10:10 (s€men:eosina:nigrosina).
Utilizando microscépio de luz (400x), 200 esperma-
tozoides por ldmina foram analisados e classificados
em vivos, quando permaneciam incolores, indicando
membrana integra; ou mortos, quando corados de rosa
ou vermelho, indicando membrana rompida.

Andlise da morfologia espermdtica

Para observar a normalidade morfolégica
dos espermatozoides, uma aliquota de cada amostra
seminal foi fixada em solu¢do formol-citrato a 4% na
propor¢ao de 1:10 (sémen:fixador). O s€men fixado
foi corado com rosa bengala, na propor¢do de 1:10
(corante:sémen) e foram confeccionadas, por esfre-
gaco, duas laminas para cada amostra seminal. Em
cada lamina foram analisados 100 espermatozoides,
classificados em normais, quando nio detectada nenhu-
ma anormalidade morfolégica, ou anormais, quando
detectadas morfoanomalias de cabega e/ou cauda, de
acordo com metodologia adaptada [16].

Andlise estatistica

Os dados foram inicialmente submetidos aos
testes de Shapiro-Wilk e Bartlett para verificacdo da
normalidade da distribuicdo dos residuos e homoge-
neidade de varidncias entre os tratamentos, respecti-
vamente. Confirmado o atendimento das exigéncias,
realizou-se analise de varidncia (ANOVA), executada
com auxilio do procedimento GLM do Programa SAS
(2002), considerando um delineamento experimental
inteiramente casualizado. Quando houve necessidade,
os dados passaram por transformacao, para adequarem-
-se a andlise de varidncia (ANOVA). Quando verifica-

das diferencas significativas, o teste de Student-New-
man-Keuls (SNK) foi aplicado para comparagdo das
médias. Diferencas foram consideradas significativas
quando P < 0,05 e os resultados foram apresentados
como média + erro padrao das médias.

RESULTADOS

O sémen in natura apresentou 94,64 + 1,04%
de espermatozoides morfologicamente normais e 98,7
+ 0,33% de integridade de membrana. A motilidade
total foi de 94,03 + 0,90% e a duragdo da motilidade
foi de 66 = 4 s. Para as velocidades espermaticas,
foram encontradas médias de 111,56 = 5,03 um.s™,
77,21 £5,74 ym.s' e 100,61 £ 5,27 um.s™! para VCL,
VSL e VAP, respectivamente. Os valores de motilidade
progressiva, LIN e STR foram 44,43 +4,57%, 68,65 +
3,19% e 76,16 + 2,93%, respectivamente.

Nas Tabelas 1 e 2 estdo descritos os valores
referentes ao s€émen descongelado. Nao foram obser-
vadas diferencas estatisticas entre os tratamentos para
os parametros motilidade total, LIN, STR, duracio
da motilidade, morfologia normal e integridade de
membrana.

Na motilidade progressiva, T1 apresentou o
menor valor encontrado (2,98 + 0,88%), sendo inferior
(P < 0,05) aos resultados encontrados no T5 (6,33 +
1,14%; Tabela 1). Os demais tratamentos (T2, T3, T4
e T6) ndo apresentaram diferenca entre si, tampouco
quando comparados com T1 e TS5 (P > 0,05; Tabela 1).

Os tratamentos T2 (34,74 + 2,58 um.s!) e T5
(33,60 £ 1, 81 um.s™") proporcionaram os maiores va-
lores de VCL, sendo superiores (P < 0,05) ao resultado
encontrado para T1 (26,31 = 1,64 um.s™). Por outro
lado, os tratamentos T3, T4 e T6 nao foram diferentes
entre si e ndo diferiram dos tratamentos supracitados
(P > 0,05), como pode ser observado na Tabela 1.

Para VSL, os tratamentos T2, T3, T4, T5, T6
e T7 foram semelhantes entre si (P > 0,05), com valo-
res compreendidos entre 14,53 + 2,25 ¢ 16,93 + 2,85
um.s! (Tabela 1). No entanto, esses resultados foram
superiores (P < 0,05) ao encontrado para T1, que obteve
média de 9,89 + 1,75 um.s! (Tabela 1).

Os resultados encontrados para VAP seguiram
0 mesmo padrio observado para VSL, de modo que T1
(15,06 = 1,92 pm.s™) foi inferior aos demais tratamen-
tos (P < 0,05), que, por sua vez, ndo diferiram entre si
(P > 0,05) e cujos valores variaram de 19,63 +2,37 a
23,23 +2,99 um.s! (Tabela 1).



Acta Scientiae Veterinariae. 46:1593.

a combinacdo das vitaminas C e E (T3) se mostrou

superior quando comparada ao tratamento contendo
apenas vitamina C (T1) nos pardmetros VSL (15,13

+2,15¢ 9,89 £ 1,75 ym.s’!, respectivamente) e VAP

(20,61 £2,31 e 15,06 = 1,92 um.s™!, respectivamente).
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Com relagdo aos tratamentos contendo a asso-
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dcidos cisteina e taurina (T6) ndo apresentou diferenca
estatistica quando comparada aos tratamentos contendo
apenas cisteina (T4) ou taurina (T5). Por outro lado,
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Tabela 2. Média + erro padrdo da porcentagem de espermatozoides com membrana integra e morfologia normal do sémen de tambaqui
(Colossoma macropomum) criopreservado em meio de congelac@o suplementado com vitamina C (T1), vitamina E (T2), vitamina C
+ vitamina E (T3), cisteina (T4), taurina (T5) ou sem suplementacdo (T7).

Tratamento Parametros
Integridade de membrana (%) Morfologia normal (%)
Tl 61,95 +4,27 85,90 = 3,16
T2 64,20 + 3,39 88,90 = 2,95
T3 65,85 + 5,04 86,89 £ 4,11
T4 61,95 + 2,82 89,20 £ 2,11
TS 67,60 + 2,85 89,25 + 1,51
T6 65,00 + 2,77 89,72 = 1,70
T7 68,56 + 3,34 87,44 + 3,33
P> 0,05.
DISCUSSAO

Este € o primeiro trabalho a descrever a apli-
cacdo de antioxidantes na criopreservagdo seminal
de Colossoma macropomum e seus efeitos sobre os
pardmetros cinéticos, morfoldgicos e de integridade de
membrana. Buscou-se, assim, a partir da suplementa-
¢ao do meio diluidor, reestabelecer a protecdo contra
o estresse oxidativo no s€men de tambaqui provocado
pelo processo de criopreservacao.

Uma variedade de substancias antioxidantes ja
foi utilizada com sucesso na criopreservacao seminal
de teledsteos, entre elas a vitamina C, vitamina E,
taurina e cisteina [1,11,13,14,19]. Apesar de ja haver
registros sobre o sucesso da utilizagdo de antioxidantes
na concentracdo de 1 mM na criopreservacao seminal
de teledsteo [14], nas condi¢des empregadas nesse
estudo, os resultados encontrados nos tratamentos
suplementados com as substancias antioxidantes fo-
ram, de modo geral, similares aos encontrados para o
tratamento ndo suplementado. O mesmo foi relatado
por outros autores, que niao observaram melhora nos
parametros cinéticos e morfolégicos do s€men crio-
preservado apds suplementacdo com antioxidantes,
nas espécies Dicentrarchus labrax, Sparus aurata e
Prochilodus lineatus [6,21].

Essa auséncia de diferenca em relacio ao trata-
mento nio suplementado pode estar relacionada a falta
de afinidade entre os antioxidantes e o sémen da espécie
estudada ou a ineficacia da concentragdo utilizada, pois
acredita-se que o efeito da suplementacio seja espécie-
-especifico e dependente do tipo de antioxidante e da
concentragao deste [6]. Além disso, a alta variabilidade

das amostras bioldgicas, mesmo apds a formacao dos
pools de sémen, pode ter contribuido para a auséncia
de diferenca entre os tratamentos, como também foi
observado por outros autores [14].

Diferindo um pouco do padrao encontrado para
os demais tratamentos, os resultados obtidos com a
utilizacdo de vitamina C foram estatisticamente infe-
riores ao controle nos pardmetros VSL e VAP. Essas
alteracdes na cinética espermadtica podem estar relacio-
nadas a uma falta de afinidade do s€émen dessa espécie
com esse antioxidante ou a um efeito téxico provocado
por uma concentracdo muito elevada da vitamina C,
uma vez que, ultrapassada a dose de segurancga, a adi-
cao de antioxidantes pode inibir fung¢des fisiologicas
das espécies reativas de oxigénio [7]. A vitamina C
€ conhecida por sua atuacdo contra espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio por meio de reacdes de re-
ducdo, com inibicao conjunta da peroxidacao lipidica
[4,23], e bons resultados ja foram registrados a partir
de sua utilizacao na criopreservacao seminal de peixes
[1,6,11,18], contudo os resultados de sua aplicagdo
ainda sdo, de modo geral, controversos [22]. Assim,
novas pesquisas sio necessdrias, a fim de verificar a
possibilidade de utilizacdo desse antioxidante para as
diversas espécies de interesse.

Com relacdo a vitamina E, na presente pesquisa
o tratamento suplementado com essa vitamina foi ca-
paz de manter a qualidade seminal, quando observados
os parametros cinéticos do sémen, diferentemente do
que foi observado para Prochilodus brevis [1]. Em re-
lacdo aos pardmetros cinéticos, esse tratamento merece
destaque por apresentar uma tendéncia de maior VCL,
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em relagdo ao tratamento controle. Bons resultados de
VCL sdo importantes, uma vez que este parametro €
altamente correlacionado a taxa de fertilizacdo [24]. O
efeito protetor da vitamina E decorre da sua capacidade
de quelar espécies reativas de oxigénio produzidas
durante a peroxidacdo lipidica [9]. A performance
dessa vitamina estd associada, também, a composi¢ao
lipidica da membrana espermadtica, evidenciando assim
o seu efeito espécie-especifico [3].

A cisteina, por sua vez, ndo promoveu me-
lhoras na qualidade espermédtica nas condi¢des em
que foi empregada nesse estudo, embora ja exista
registro de sua eficiéncia na criopreservagao seminal
de peixes [19]. Esse aminodcido elimina os radicais
livres através de interacdes quimicas diretas com
eles, além de ser um precursor da glutationa, capaz
de gerar aumento dos niveis intracelulares desta [5].
Resultados obtidos a partir da utilizagc@o de cisteina
na congelacdo seminal de Cyprinus carpio exibiram
melhora na qualidade espermética pds-descongelagcao
quando utilizada uma dose minima de 2,5 mM, com
melhora significativa conforme essa concentragio
foi aumentada [19]. Assim, € possivel que a concen-
tracdo utilizada no presente estudo possa ter sido
insuficiente para promover uma protecao antioxidante
para o s€men dessa espécie, de modo que se observa
anecessidade de novos estudos para verificar o efeito
do aumento dessa concentracdo sobre a qualidade
espermdtica de tambaqui.

No presente trabalho, a taurina apresentou
uma tendéncia a elevar os valores de cinética esper-
madtica. Tais resultados podem estar relacionados a
atuacdo da taurina na regulacdo de transportadores
de Ca*, mostrando efeitos diferenciais na motilidade
espermdtica, ja que uma determinada concentracao
intracelular de Ca* é necessdria para desencadear a
ativacdo dos espermatozoides de peixes [14]. Além
disso, esse aminodcido atua como um estabilizador
de membrana por meio de interagdes diretas com
fosfolipidios, podendo ser responsdvel pela protecao
contra a peroxidagdo lipidica. Resultados positivos
a partir da utilizacdo de 1 mM de taurina j4 foram
relatados na literatura [14]. Desse modo, uma vez
que a concentragdo ideal de cada antioxidante é um
fator espécie-especifico, e que no presente trabalho
a taurina apresentou tendéncia a melhores resultados
de cinética espermdtica, acredita-se que uma dose
superior a utilizada, ndo ultrapassando a dose de se-

guranga, poderia aumentar a capacidade antioxidante
da taurina, potencializando seu poder de protecao para
os espermatozoides de tambaqui.

A combinag¢do entre duas vitaminas ou dois
aminodcidos foi testada para verificar se havia acdo
complementar dos componentes utilizados, que pu-
desse promover melhores resultados de qualidade
espermadtica de tambaqui. Entretanto, dentro das
condi¢des observadas nesse estudo, a combinagdo
dos aminoécidos testados ndo elevou a qualidade
seminal. Apesar de ter sido observado um aumento
dos valores de VSL e VAP, a partir da associacdo das
vitaminas em comparagdo ao tratamento contendo
apenas vitamina C, esse aumento nao foi verificado
quando a associagdo é comparada ao tratamento
contendo apenas vitamina E. Desse modo, infere-se
que a melhora observada para o tratamento associado
se deve apenas a presenca da vitamina E, ndo a agdo
complementar das duas vitaminas. Embora para ma-
miferos ja tenha sido observado que a adicdo de mais
de um antioxidante ao diluidor é mais eficiente do
que o uso individual deles [8], ndo existem trabalhos
com adi¢do combinada de antioxidantes na criopre-
servagdo seminal de teledsteos.

Apesar de ndo ter promovido melhora da
qualidade espermadtica, a adi¢cdo dos antioxidantes no
meio de congelagdo também ndo resultou em efeito
negativo expressivo sobre os espermatozoides dessa
espécie. Assim, essa pesquisa abre perspectivas para
a realizacdo de novos estudos que possam verificar
os efeitos da utilizagdo de outras concentragdes dos
antioxidantes testados, gerando mais conhecimento
sobre esse assunto e validando a aplicacdo dessas
substancias na criopreservacdo seminal de tambaqui
e de outras espécies de teledsteos.

CONCLUSAO

A utilizacdo de vitamina E e taurina, na con-
centracdo de 1 mM, na criopreserva¢do seminal de
tambaqui promove resultados promissores de veloci-
dade curvilinear apds a descongelacdo. Uma vez que
esse parametro estd diretamente correlacionado com a
taxa de fertiliza¢do, recomenda-se esses tratamentos,
assim como mais testes de concentragdes dos mesmos.
Quanto aos parametros de morfologia e integridade de
membrana, estes ndo sdo alterados pela utilizagao de
vitamina C, vitamina E, cisteina e taurina no sémen
congelado e descongelado de tambaqui.
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