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RESUMO

O Colossoma macropomum, tem importancia ecolégica nos ecossistemas
amazonicos, pois auxilia na propagacdo de sementes a longas distancias. No entanto, o
aumento da acdo antropica pelo desmatamento da mata ciliar, construcao de barragens e
hidrelétricas diminuem a diversidade genética e prejudicam sua reproducdo. O aumento da
degradacdo nos ambientes naturais, decorrentes da invasao agricola, expansdo urbana e
poluicdo, tem como consequéncia a perda da biodiversidade. A criopreservacdo € uma
otima ferramenta para criacdo de bancos de germoplasma, pois recupera e preserva
espécies ameacadas de extingcdo através da conservacdo de biodiversidade. O objetivo
deste estudo foi analisar o efeito de glutationa reduzida (GR) e adenosina trifosfato (ATP)
em espermatozoides criopreservados de tambaqui, C. macropomumcom intuito de
promover protocolo especifico para espécie e garantir gametas de boa qualidade para
formacdo de um banco de germoplasma. As amostras de sémen foram congeladas nas
concentracbes de 2, 4 e 6 mM de GR e 7,5; 15 e 30 mM ATP. Os tratamentos foram
adicionados ao diluente BTS com DMSO 10% (controle). As amostras descongeladas
foram avaliadas quanto a parametros de cinética pela Computer Assisted Sémen Analysis
(CASA) e parametros de funcionalidade celular por citometria de fluxo. As concentracdes
GR 2 e 4 mM foram superiores ao controle para o periodo de motilidade, motilidade total e
progressiva e integridade de membrana citoplasmatica. Todas as concentracées de GR e
ATP tiveram reducao gradativa na producéo de espécies reativas de oxigénio, sendo que o
ATP 15; 22,5 mM e 30 mM, diminuiram 50% ou mais, quando comparado ao controle.
Todas as concentragdes de GR e ATP néao alteraram (P > 0,05) a fragmentag&do de DNA e
a peroxidacao lipidica. A fluidez de membrana do GR nas concentracdes 4 e 6 mM foram
melhores que o controle; e as concentracdes de 2 e 4 mM mantiveram com mais eficiéncia
o periodo de motilidade, motilidade total e progressiva. Dessa forma, indicamos a
utilizacdo do diluente BTS com 10% de DMSO adicionado de 4 mM de GR em
espermatozoides descongelados de C. macropomum.

Palavras-chave: conservacao, germoplasma, antioxidante, ROS.



ABSTRACT

The Colossoma macropomum, has ecological importance in the Amazonian
ecosystems, it helps in spreading seeds over long distances. However, increased human
activities deforestation of riparian vegetation, construction of dams and hydroelectric decrease
the genetic diversity and harm reproduction. Increased degradation in natural environments,
resulting from agricultural encroachment, pollution and urban expansion, results in the loss of
biodiversity. Cryopreservation is a great tool for creating germplasm banks, for recovering and
preserving endangered species through biodiversity conservation. The aim of this study was
to analyze the effect of reduced glutathione (GR) and adenosine triphosphate (ATP) in
cryopreserved sperm of tambaqui, C. macropomum aiming to promote specific protocol for
species and ensure good quality gametes for germoplasma bank. Samples of semen were
frozen whith 2, 4, 6 mM GR and 7.5, 15, 30 mM ATP. The treatments were added to the BTS
diluent with 10% DMSO (control). Thawed samples were evaluated as the kinetic parameters
for Computer Assisted Sémen Analysis (CASA) and cell feature parameters by flow
cytometry. GR concentrations of 2 mM and 4 were higher than the control for motility period,
total and progressive motility, cell membrane fluidity and integrity. All concentrations of GR
and ATP were gradually reduce the production of reactive oxygen species, mainly ATP 15;
22.5 mM and 30 mM, which decreased by 50% or more when compared to the control. All
concentrations of GR and ATP isolated did not change (P> 0.05) DNA fragmentation and lipid
peroxidation. The GR membrane fluidity at concentrations of 4 mM and 6 were better than the
control and the concentrations of 2 and 4 mM maintained more efficiently to motility period,
total and progressive motility. Thus, indicate the use of BTS diluent with 10% DMSO added 4
mM GR thawed sperm C. macropomum.

Key-words:conservation, germoplasm, antioxidant, ROS.
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INTRODUCAO GERAL

A espécie Colossoma macropomum

O Colossoma macropomum, popularmente conhecido como tambaqui,
pertencente a Familia Characidae, tem como seus principais habitats aguas abertas
da Bacia Amazobnia, Orinoco e afluentes, além de &guas |énticas de &reas alagadas
das florestas de véarzea (Soares et al 2008). A espécie é nativa da Amazodnia,
dulcicola e reofilica, ou seja, realiza migracdo reprodutiva durante a estacdo de
cheias. Durante esse processo, o0s individuos recebem estimulos ambientais, como
por exemplo, variacdo na temperatura e fotoperiodo, para que ocorram mudancgas em
seus niveis hormonais. Através disso, uma série de eventos fisioldgicos sao
induzidos, tal como, a proliferacdo das oogodnias, vitelogénese, maturacdo dos
oocitos, e desova (Acufia et al 2009), tendo em vista que a espécie € ovipara, com
fecundacao e desenvolvimento externos.

Durante a época de cheias na regido amaz6nica, ocorre um transbordamento
nos leitos dos rios que invadem as florestas de varzea, possibilitando abrigo e
alimento a muitos animais (Claro Jr et al 2004). Ao mesmo tempo, ocorre a época de
frutificacdo das arvores, as quais dependem das cheias ciclicas para dispersdo de
suas sémentes, e o0 tambaqui espécie frugivora, que se alimenta de frutos e
sémentes, auxilia nesse processo propagando-as a longas distancias (Anderson et al
2011). Além disso, acredita-se que os locais de desova do tambaqui sejam canais
dos rios que abastecem as varzeas (Muniz et al 2006). Dessa forma, existe uma
relacdo ecoldgica estreita entre C. macropomum e as angiospermas presentes nessa
regido, uma vez que ambas tem influéncia direta no ciclo reprodutivo da outra.

Por outro lado, dados do Ministério da Pesca e Aquicultura no Brasil mostram
que o pais possui alta producdo de pescado com cerca de 1,25 milhdes de
toneladas/ano, e tem o C. macropomum como espécie mais produzida
comercialmente nas regibes Norte e Nordeste. Em decorréncia dessa alta
exploracédo, existe uma preocupacdo com a perda da diversidade genética da espécie
(Resende et al 2009) pela constante agdo antropica, tais como derrubada da mata
nas regibes de varzeas (Claro Jr et al 2004) e construcdo de barragens e

hidrelétricas, reduzindo drasticamente seu tamanho populacional (Isaac et al 1996).
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Desse modo, a utilizagéo de biotecnologias como criopreservacao seminal mostra-se

uma étima ferramenta para conservagao ecoldgica do tambaqui.

Biologia Reprodutiva de Tambaqui

A maioria dos peixes teledsteos apresenta fecundacdo e desenvolvimento
externo. Os espermatozoides sdo imoveis no plasma seminal dos machos devido ao
pH, concentracdo de ions potassio, e principalmente, pelo alto valor de osmolaridade.
No momento em que 0s gametas séo liberados na agua (solucéo hipotbénica) ocorre
ativacdo dos espermatozoides pela reducdo da concentracdo dos ions potassio, a
movimentacdo dos gametas ocorre em pequenos periodos de tempo, entre 60 a 120
segundos, dependendo da espécie. Por outro lado, os gametas femininos quando
liberado na agua, sdo hidratados, permitindo a abertura de um orificio por pequenos
periodos de tempo, no qual o espermatozoide ira penetrar no odcito, denominado
micropila.

Por esta razdo, a motilidade é o parametro mais utilizado para avaliacao da
qualidade dos gametas masculinos, pois garante 0 sucesso reprodutivo pela
fertilizacdo do odcito. Durante do desenvolvimento gonadal as células de Sertoli
apresentam diferentes caracteristicas como forma e tamanho do ndcleo. Nakaghi et
al (2003) analisaram a composicédo das células espermaticas de C. macropomum e
observaram que os testiculos apresentam espermatogbnias primaria e secundaria,
espermatécitos | e I, espermatides e espermatozoides. Além disso, durante inicio do
periodo de maturacdo dos gametas, foram observadas células intersticiais, ou células
de Leydig foram localizadas proximas a vasos sanguineos, corroborando sua funcao
de producdo de hormdnio testosterona quando estimulados pelo Horménio

Luteinizante.

Bancos de Germoplasma

O aumento da degradacdo nos ambientes naturais, decorrentes da invasao
agricola, expansdo urbana e poluicdo, tem como consequéncia a perda da
biodiversidade, como ilustra a lista de espécies ameacadas do ICMBio. Dentre as
espécies listadas, o Tambaqui ndo esta inserido no inventario de peixes ameacados,
entretanto, 0 aumento da captura das dos animais selvagens vem reduzindo seu
estoque natural (Batista e Petrere Jr 2003, Isaac e Ruffino 2003).

10



Além da pressao sobre as populacdes, o tamanho dos peixes € afetado, e por
isso, o Ministério do Meio Ambiente classificou o C. macropomum como espécie
sobreexploradas ou ameacados pela sobre-exploracdo pela Lei n° 5 de 21 de maio
de 2004. A fim de preservar, manter e aumentar a biodiversidade dos ambientes,
estratégias de conservagcao (in situ) tem sido realizadas, mas nem sempre Sao
eficazes (Leon-Quinto et al 2009). Dessa forma, aliar a preservacéo in situ e ex situ
garante a recuperacéao da flora e fauna.

Os bancos de germoplasma s&o um exemplo de conservagdo ex situ, 0s
quais armazenam recursos genéticos e os mantém disponiveis para realizacdo de
procedimentos reprodutivos em laboratorio. A disponibilidade dos recursos genéticos,
como espermatozoides e o00citos, permite a recuperacdo de espécies ameacadas,
evita a perda de diversidade genética, e garante a reintrodu¢cdo no ambiente natural
(Barbieri et al 2003). Nesse sentindo, foram criados bancos de germoplasma para
espécies ameacadas de extin¢do e selvagens como bisdo (Bison bonasus) (Sipko et
al 1997), tigres (Panthera tigres) (Willdt 1992), gazelas (Gazela dama mho) (Crosier
et al 2006), e guepardo (Acinonyx jubatus) (Barboso et al 2004).

Além disso, existe uma preocupa¢cdo em relacdo ao aumento da producao
pesqueira mundial pela sobrepesca, que tem como consequéncia a reducéo drastica
de populacdes de peixes. Dessa forma, a conservacao da diversidade genética por
meio de bancos de germoplasma, especificamente de espermatozoides, tem sido
utilizada em diversos paises do mundo como por exemplo, China (carpas chinesas),
india (carpas indianas), Malasia (peixes indigenas), Noruega (salmédo do Atlantico),
Filipinas (tilapia), Russia (esturjao) e EUA (peixes do Rio Colorado).

Atualmente, o armazenamento de germoplasma promove beneficios
econdmicos por fornecer gametas de boa qualidade para reproducdo assistida em
programas de melhoramento animal. Geralmente, as espécies criadas em cativeiro,
ap0s sucessivos cruzamentos, aumentam o0s niveis de endogamia reduzindo a
variabilidade genética. Como consequéncia, ocorre perda da producdo por reducdo
de peso e aumento de doencgas, que podem ser letais a comunidade. Com o intuito
de minimizar o cruzamento com individuos aparentados, os produtores podem ter a
disposicdo estoques de germoplasma de populacdes selvagens, aumentando a
variabilidade genética dos reprodutores. Dessa forma, é necessario conhecer a
biologia reprodutiva das espécies, além do desenvolvimento de protocolos de
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congelamento especificos com o propdsito de obter gametas de boa qualidade para
reproducdo artificial, evitando a perda da biodiversidade.

Criopreservacgéao seminal

A criopreservacdo preserva células, tecidos ou embribes por meio de
congelamento em nitrogénio liquido a -196°C por tempo indeterminado (Pegg 2007).
As baixas temperaturas retardam o tempo de vida e a morte celular pela reducéo do
metabolismo celular que € modificando para um estado quiescente. O congelamento
de sémen € uma técnica vantajosa, pois facilita reproducédo artificial, elimina a
assincronia gonadal entre machos e fémeas, aumenta producao larval, e permite a
construcdo de bancos de germoplasma, eliminando problemas como perda de
diversidade genética proporcionando a recuperacdo de espécies ameacadas de
extingdo na natureza.

Nos ultimos anos, diversos estudos tem obtido sucesso na otimizacao de
protocolos de congelamento especificos para diferentes racas de bovinos (Gadea et
al 2008), ovinos (Bucak et al 2008), e espécies de peixes (Varela Junior et al 2012).
Entretanto, a biotécnica de criopreservacao acarreta danos as células, chamados
crioinjurias, por serem expostas a temperaturas baixissimas. Em decorréncia disso,
ocorre a formacdo de cristais de gelo intra e extracelular, que sao tensbes
decorrentes das interacGes agua-soluto, e geram lesdes mecanicas irreversiveis nas
organelas como mitocdndria e membrana plasméatica (Cabrita et al 2005). Além disso,
a alteracdo da temperatura fisiolégica para as temperaturas abaixo do ponto de
congelamento modifica a configuracdo da membrana plasmatica e de suas proteinas
afetando as trocas i6nicas (Holt 2000).

Os danos ocasionados pelo congelamento também podem ocorrer no
processo inverso, no descongelamento, devido ao influxo de agua na célula
(rehidratacao) (Mazur et al 1984). Aléem disto, o procedimento deve ser rapido, com
intuito de evitar o reagrupamento de cristais de gelo (Mazur et al 1984). O choque
térmico que as células sdo submetidas (Wang et al 1997) promove aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS). Em virtude disso, a presenca de
ligacbes duplas nos acidos graxos poliinsaturados torna a membrana plasmatica
suscetivel ao ataque de EROS, que modificam a estrutura quimica, afetam a

permeabilidade seletiva, gerando a peroxidacao lipidica (Bansal e Bilaspuri 2011).
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Solucdes diluidoras de criopreservacao

As solucBes de criopreservacdo, também chamadas de diluentes, séo
utiizadas a fim de prevenir os possiveis danos as células espermaticas pelo
congelamento e descongelamento. A funcéo dos diluentes é fornecer caracteristicas
Otimas com meio nutricional ideal, pH, osmolaridade e concentracdo de ions; com
intuito de evitar a ativacdo dos espermatozoides, que geralmente, estdo inativos no
trato seminal (Alavi e Cosson 2006).

Diversas substancias diluidoras foram testadas em peixes, como por
exemplo, solucdes contendo Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) (Fuhong et al
2011), glicose (Ciereszko et al 2014), Bovine Serum Albumin (BSA) (Cabrita et al
2009), e Mounib (Lichtenstein et al 2010). Além desses, o Beltsville Thawing Solution
(BTS), comumente aplicado para conservacao de sémen suino, tem sido amplamente
utilizado e apresentado resultados promissores em varias espécies de peixes de
agua doce (Varela Junior 2012). A composicdo basica desse diluente é bicarbonato,
para manutencdo do pH, glicose para fornecimento de energia, baixa quantidade de
potassio, e 0 acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), que tem funcdo de

aprisionar ions como o Ca+2 (Johnson et al 2002).

Crioprotetores

Os crioprotetores sdo compostos quimicos que minimizam as injurias
causadas nas ceélulas espermaticas pela criopreservacdo. A combinacdo desses
agentes com os diluentes melhoram a qualidade do sémen descongelado
proporcionando a manutengcdo da motilidade, integridade espermética e fertilizacao
guando comparado ao sémen fresco. Dentre as substancias mais utilizadas estao os
alcodis, oxidos, proteinas e carboidratos, que sao classificados em dois grupos:
crioprotetores penetrantes e crioprotetores ndo penetrantes.

Os crioprotetores penetrantes devem ter baixo peso molecular e alta
solubilidade em agua, o que torna possivel sua penetracdo nas células, protegendo
as organelas, especialmente a membrana plasmatica (Cabrita et al 2009). O DMSO

€ o crioprotetor mais utilizado na acéo protetora das células esperméaticas para peixes
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brasileiros (Varela Junior et al 2012). Segundo o estudo realizado por Viveiros et al
(2009), com sémen de dourado, o DMSO 10% apresentou maior taxa de motilidade
que o 10% glicerol, com diluente a base de glicose. O uso desse crioprotetor em
curimba, Prochilodus lineatus (Viveiros et al 2009), tiete tetra, Brycon insignis
(Viveiros et al 2011), e pirapitinga, Piaractus brachypomus (Nascimento et al 2010)
também mostraram resultados satisfatérios na crioprotecdo dos espermatozoides.

Para o tambaqui, ja foram utilizados com sucesso Dimetil formoamida (DMF)
(Varela Junior 2012) e metil glicol (Carneiro et al 2012). Menezes et al (2008), usando
DSMO na concentracédo 10%, obteve taxa de motilidade do sémen pds descongelado
entre 5 a 10%, entretanto, ndo foi avaliada a influéncia do crioprotetor nas estruturas
celulares (membrana plasmatica, mitocéndria e DNA). Ja no trabalho realizado por
Varela Junior et al (2012), foram avaliadas a integridade de membrana, a
funcionalidade de mitocéndria e integridade de DNA das células descongeladas.
Sendo sugerido pelos autores que o DMSO reduziu a formacao de cristais de gelo,
promovendo protecdo aos espermatozoides e alta taxa de fertilizacao (60%). Mesmo
com resultados efetivos na protecdo das organelas celulares, o estudo ndo avaliou a
producdo de espécies reativas de oxigénio, fluidez de membrana e peroxidagédo
lipidica das células pds congelamento.

Os crioprotetores ndo penetrantes possuem alto peso molecular, e por esta
razdo, ndo penetram a ceélula e protegem-na externamente. A suplementacdo dos
diluentes com a gema de ovo e lipoproteina de baixa densidade (LDL) como
crioprotetor externo tem sido amplamente utilizada em bovinos (Moussa et al 2012), e
mais recentemente, obteve resultados promissores no congelamento de sémen de
cées (Varela Junior 2009) e peixes (Carneiro et al 2012). O LDL é extraido da gema
de ovo, formando uma pelicula protetora entre as células e a agua durante o
processo de congelamento e descongelamento (Anton et al 2003). Além disso, &
responsavel por agregar fosfolipidios e colesterol as membranas espermaticas
restabelecendo seu funcionamento pés congelamento (Hua et al 2011).

Outro exemplo de crioprotetores ndo penetrantes sdo os agucares: sacarose,
rafinose, trealose e lactose, que tem como caracteristica tornar o meio celular
hipertonico promovendo a desidratacdo celular antes do congelamento (Aisen et al
2002). Na criopreservacdo dos espermatozoides de ovinos, a suplementacdo do
diluente com rafinose promoveu maior taxa de motilidade (Tuncer et al 2012), e a

trealose conferiu maior protecdo as membranas plasmaticas (Bucak et al 2007). Em
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peixes, glicose tem sido utilizada como crioprotetor penetrante (Dziewulska et al
2011), e apresenta efeito benéfico para salmonideos (Sarvi et al 2006).

Criopreservacao e espécies reativas de oxigénio

Em condigbes biologicas normais, o organismo que € aerobico,
constantemente produz as espécies reativas de oxigénio (EROS), e estdo
diretamente envolvidos em fun¢des do metabolismo como produzir energia na cadeia
transportadora de elétrons e eliminar agentes agressores pela fagocitose. Apesar
disso, a alta producdo de EROS causa o Estresse oxidativo, provocando lesbes e
danos irreversiveis as células e tecidos (Agarwal et al 2005).

A técnica de criopreservacdo submete o0s espermatozoides a baixas
temperaturas (-196°C) para que as células sejam preservadas. O metabolismo dos
espermatozoides é desacelerado, onde permanece ativo e reduzido, contudo, o
choque térmico e a exposi¢do ao oxigénio atmosférico torna as células suscetiveis a
formacdo de EROS (Karajiet al 2014). O estresse oxidativo decorrente da producao
aumentada de EROS suprime o sistema antioxidante, que tem menor concentracao
devido a seu citoplasma reduzido (Poulos et al 1973), ocasionando em prejuizos a
célula espermética como a peroxidacdo lipidica (Bansal e Bilaspuri 2011).

As membranas celulares sdo compostas por longas cadeias de acidos graxos
poli-insaturados e possuem atomos de hidrogénios altamente reativos em sua
estrutura (Bansal e Bilaspuri 2011). Em decorréncia dessa configuragdo, apresentam
forte tendéncia de ligar-se a EROS (Agarwal et al 2005), prejudicando a fluidez de
membrana e fertilizacdo (Aitken 1995). Outro prejuizo as células espermaticas sao
alteracbes em sua morfologia como perda da motilidade, viabilidade (Baumber et al
2000), integridade da mitocdndria (Bansal e Bilaspuri 2011) e DNA (Stradaioli et al
2007).

Glutationa reduzida e adenosina trifosfato (ATP)

O declinio das defesas antioxidantes foi corroborado por diversos estudos
com sémen de mamiferos (Bilodeau et al 2000, Gadea et al 2004). O conteudo total

de Glutationa reduzida das células foi determinado apos congelamento e
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apresentaram significativa redu¢gdo com 58% e 80% para bovinos (Bilodeau et al
2000), 32% para suinos (Gadea et al 2004) e 64% em humanos (Gadea et al 2011).
Por esta razdo, protocolos de criopreservacdo tém adicionado antioxidantes
exdgenos aos meios de congelamento (Gadea et al 2011) com intuito de minimizar a
producédo de EROS e obter maior protecdo contra possiveis danos decorrentes dessa
técnica. Diversos antioxidantes como glutationa reduzida (GR), superoxido dismutase
(SOD), catalase, vitamina E, SOD mimética (MnTE) ja foram adicionados nos
diluentes, e promoveram efeito protetor & espermatozoides descongelados (Perumal
et al 2011). Em peixes de &gua salgada, a adicdo de antioxidantes no congelamento
de sémen promoveu taxas elevadas de motilidade (Martinez-Paramo et al 2012).

Em seabass, Martinez-Paramo (2012), adicionou ao diluente vitaminas E (a-
tocoferol), acido ascérbico, e enxofre contendo aminoacidos taurina e hipotaurina,
onde obtiveram maiores taxas de motilidade e menor fragmentacédo de DNA. Cabrita
et al (Cabrita et al 2011) utilizando os mesmos aminoacidos encontrou baixa
fragmentacado de DNA no sémen congelado de gilthead seabream (Sparus aurata)
and European seabass (Dicentrarchus labrax). Além disso, estudos com yellow
perch (Perca flavescens) (Lee e Dabrowsky 2004) e Artic char (Salvelinus alpinus)
( Mansour et al 2006) relataram um aumento nas defesas antioxidantes apds incluir
antioxidantes na dieta dos animais. Entretanto, a adicdo de antioxidantes nas
solucdes de criopreservacdo de espermatozoides de peixes nativos brasileiros ainda
nao foi testada.

A maioria dos peixes teledsteos tem fecundacdo externa, e liberam seus
gametas na agua até a fertilizacdo. Os espermatozoides sdo imoveis no testiculo e
tornam-se méveis quando liberados ao meio externo. Dessa forma, a motilidade
espermatica € crucial para garantir o sucesso reprodutivo, e depende de aspectos
intracelulares como producéo de ATP e estrutura flagelar (Cabrita et al 2010). O
conteudo de ATP é fonte principal para gerar o movimento flagelar e garantir a
fertilizagdo do odcito, mas o congelamento reduz o conteudo de ATP endogeno,
motilidade e velocidade (Aramli et al 2013, Cabrita et al 2005, He e Woods et al
2004). Diversos estudos utilizando ATP extracelular em espermatozoides de
mamiferos aumentou as taxas de fertilizacdo artificial. Em peixes, até o presente
momento, n&o encontramos trabalhos com esta substancia.

Em sintese, o objetivo deste trabalho € avaliar o efeito da glutationa reduzida

(GR) e adenosina trifosfato (ATP), em diferentes concentracdes, isolado ou
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combinado, sobre espermatozoides congelados/descongelados de C. macropomum,
a fim de obter protocolo especifico com gametas de boa qualidade para formacao de

bancos de germoplasma.
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CAPITULO 1

Glutationa Reduzida e Adenosina trifosfato (ATP) na criopreservacgao
seminal de Tambaqui, Colossoma macropomum

“Manuscrito a ser submetido para a revista Theriogenology.”
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Resumo

O objetivo deste estudo foi analisar o efeito de glutationa reduzida (GR) e
adenosina trifosfato (ATP) em espermatozoides criopreservados de tambaqui,
Colossoma macropomum. As amostras de sémen foram congeladas em diferentes
concentracdes de GR (2, 4 e 6 mM) e ATP (7,5, 15, 30 mM) avaliados isoladamente;
As diferentes concentracbes de GR e ATP foram adicionados ao diluente Beltsville
Thawing Solution com 10% de DMSO (diluente controle). O sémen descongelado foi
avaliado quanto a parametros de cinética pela Computer Assisted Sémen Analysis
(CASA) e parametros de funcionalidade celular por citometria de fluxo. Todas as
concentracfes de GR e ATP tiveram reducdo gradativa na producdo de espécies

reativas de oxigénio, principalmente ATP 15; 22,5 mM e 30 mM, que diminuiram 50%
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ou mais, quando comparado ao controle. Todas as concentragbes de GR e ATP nao
alteraram (P > 0,05) a fragmentacdo de DNA e peroxidacado lipidica. A fluidez de
membrana do GR, nas concentracbes 4 e 6 mM foram melhores que o controle;
sendo que as concentracdes de 2 e 4 mM mantiveram com mais eficiéncia o periodo
de motilidade, motilidade total e progressiva. Dessa forma, indicamos a utilizagéo do
diluente BTS com 10% de DMSO adicionado de 4 mM de GR em espermatozoides
descongelados de Tambaqui, C. macropomum.

Palavras-chave: Antioxidante, conservagao, espermatozoides, peixe, ROS.

1. Introducéo

O Tambaqui (Colossoma macropomum, Cuvierl818) é originario da bacia
Amazonica e amplamente distribuido em seus afluentes. A espécie realiza migracéo
reprodutiva e desova no veréo que coincide com a estacao de cheias (Godinho 2007).
Em ambientes naturais alimenta-se de frutos e sementes, especialmente no periodo
de reproducéo, que precisam de aporte energético para maturacao gonadal (Vieira et
al 2011). Desse modo, tem grande importancia ecologica nos ecossistemas
amazonicos, pois auxilia na propagacao de sementes a longas distancias (Anderson
et al 2011). No entanto, o aumento da acao antrépica pelo desmatamento da mata
ciliar (Claro Jr et al 2004), construcdo de barragens e hidrelétricas diminuem a
diversidade genética e prejudicam sua reproducao (Isaac e Ruffino 1996).

A criopreservacdo € uma Otima ferramenta para criagdo de bancos de
germoplasma possibilitando recuperar e preservar espécies ameacadas de extingdo
através da conservacao de biodiversidade (Cabrita et al 2010, Martinez-Paramo et al
2009). Por outro lado, o congelamento e descongelamento ocasiona danos devido ao
choque térmico (Bucak et al 2008, Wang et al 1997) e rapido restabelecimento do
metabolismo pela reidratacdo das células espermaticas (Holt 2000). Durante o
procedimento, ocorre a formacéo de cristais de gelo intra e extracelular, geram lesbes
mecanicas as organelas celulares (Cabrita et al 2005) e diminuem a motilidade
espermatica (Chatterjee et al 2001). Além disso, em espermatozoides descongelados

ocorre aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (Gadea et al 2011) e
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reducdo do sistema antioxidante, que sdo menores devido a diluicdo em diluentes de
congelamento (Cabrita et al 2011).

O aumento da producdo de espécies reativas do oxigénio (ROS) suprime a
capacidade do sistema de defesa do plasma seminal e leva ao estresse oxidativo
(Bansal e Bilaspuri 2011). Todos componentes celulares estdo sujeitos a danos
oxidativos, entretanto, as membranas celulares sdo particularmente suscetiveis, por
sua alta composicdo de acidos graxos poli-insaturados (Martinez-Paramo et al 2012,
Agarwal et al 2005). A desestabilizacdo dos fosfolipidios leva a perda de
permeabilidade seletiva (Hazel et al 1984), da viabilidade dos gametas, e da
capacidade de fertilizacdo do odcito (Stejskal et al 2008, Aitken 2006). Entre todos
antioxidantes a glutationa, nas formas reduzida e n&o reduzida, é amplamente
encontrada em diferentes tipos celulares (Bucak et al 2008), entretanto foi
demonstrado que apos o congelamento/descongelamento ocorre reducdo de 64 % no
conteldo de Glutationa em espermatozoides de bovinos (Stradaioli et al 2007,
Bilodeau et al 2001), 32% em humanos (Gadea et al 2011) e 78 % em suinos (Gadea
et al 2004).

Nos ultimos anos, antioxidantes tem sido adicionados em espermatozoides
criopreservados de mamiferos, no entanto, os resultados ndo foram promissores
(Buranaamnuay et al 2011, Gadea et al 2004). Por esta razdo, Karaji et al (2014)
sugeriu a utilizacdo de combinacdes de diferentes concentracbes de glutationa
reduzida e superoxido dismutase e observou melhora na motilidade total e
progressiva em espermatozoides de bovinos. Em truta arco iris, o uso dos
antioxidantes acido Urico, metionina, superoxido dismutase, glutationa reduzida,
tocoferol e carnitina isolados aumentaram o periodo de motilidade em relacdo ao
controle (Kutluyer et al 2014). Até o momento, a utilizacdo de antioxidantes isolados
no congelamento espermatico em peixes nativos brasileiros nédo foi realizada.

A motilidade espermatica é crucial para garantir o sucesso reprodutivo, e
depende de aspectos intracelulares como producdo de ATP e estrutura flagelar
(Cabrita et al 2010). O conteudo de ATP é fonte principal para gerar o movimento
flagelar e garantir o sucesso reprodutivo. No entanto, o0 armazenamento dos gametas
reduz ATP intracelular, e consequentemente, o tempo e velocidade da motilidade
espermética (Aramli et al 2013). A adicdo de ATP exdgeno aumentou a
movimentagdo dos espermatozoides e as taxas de fertilizagdo artificial em ratos

(Rodriguez-Miranda et al 2008), bovinos(Luria et al 2002) e humanos (Foresta et al
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1992). A reducgéo da permeabilidade seletiva causada pelo processo de quiescéncia e
restauracdo do metabolismo normal pela criopreservacdo leva a perda de ATP
armazenado. Assim, o ATP extracelular entra na célula espermatica, minimiza sua
deplecdo e aumenta a viabilidade celular (Blanco et al 2011). Até o presente
momento, nenhuma pesquisa adicionou ATP extracelular em armazenamento de
espermatozoides de peixes teledsteos.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi adicionar o antioxidante Glutationa
reduzida (GR) e ATP exdgeno, em diferentes concentracdes na suplementacédo do

diluente de congelamento de espermatozoides de Tambaqui, C. macropomum.

2.0 Metodologia

Este estudo foi desenvolvido segundo as diretrizes do comité de ética da
Universidade Federal de Rio Grande (CEUA 015/2015). As coletas e andlises iniciais
do semen fresco e o congelamento seminal foram realizados na Embrapa Tabuleiros
Costeiros em Aracaju (SE, Brasil) e o descongelamento e analises posteriores na
Universidade Federal de Pelotas. Todos os produtos quimicos utilizados nos

experimentos foram obtidos da Sigma Chemical Company® (St. Louis, MO, EUA).

2.1 Coleta espermética

Durante a época reprodutiva da espécie C. macropomum, 15 machos, 15 em
cada experimento, (8,0 + 5,0 kg; CT: 70 + 66 cm) maturos sexualmente foram
selecionados na Piscicultura Santa Clara, localizada no municipio de Propria (SE,
Brasil). Os machos foram induzidos hormonalmente com injecédo intramuscular de
extrato de hipoéfise de carpa (2mg/kg peso vivo), para aumentar o volume seminal. Os
animais foram mantidos em tanque com &gua a temperatura controlada de 28°C.
Apo6s 10 horas cada macho foi retirado do tanque e seco com toalha, o poro urogenital
foi seco com papel absorvente. Através de massagem abdominal as amostras foram
coletadas em tubos cénicos de 15 mL, e acondicionadas em isopor com gelo
(evitando seu contato direto) a temperatura de 8°C. As amostras que ocorreu

contaminacao por fezes, urina, sangue ou agua foram descartados.
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2.2 Avaliacdao inicial

Todos machos apresentaram motilidade superior a 80% antes do congelamento,
sendo avaliados em microscopio Optico com contraste de fases na magnificacdo de
200X (BX - Olympus 41). A ativacdo espermatica foi feita com 1uL de amostra e 4L
solucao de NaHCO; (Carneiro et al 2012), em lamina sob laminula.

As amostras conservadas a 8°C foram transportadas até o laboratorio Embrapa
Tabuleiros Costeiros (Aracaju, SE) para o congelamento nos diferentes tratamentos.
Uma aliquota de sémen foi diluido na proporcdo 1:2000 em 4% de formalina, para
avaliacdo na camara de Neubauer em microscépio Optico de contraste de fases (BX

Olympus 41) para determinagcéo da concentracdo espermatica.

2.3 Criopreservacao

O diluente base Beltsville Thawing Solution (BTS: mOsm 320; pH 7,2)
composto por 37 g de glicose, 6 g citrato de sédio, 1.25 g bicarbonato de sodio, 1.25
EDTA, 0.9 g cloreto de potassio em 1L de agua destilada (Pursel 1975). As diferentes
concentracOes de GR e ATP isolados foram adicionados ao diluente (base e controle)
BTS com 10% de Dimetilsulfoxido (DMSO) (Varela Junior et al 2012).

Este experimento apresentou um total de 8 tratamentos (controle; GR 2; 4; 6
mM e ATP 7,5; 15; 22,5 e 30 mM). As amostras de sémen foram diluidas e
homogeneizadas em cada um dos tratamentos na concentracgédo final de 800 milhdes
de células por mL (Varela Junior et al 2015).0s tratamentos contaram com 4
repeticdes, totalizando 480 amostras. Apos, foram envasadas em palhetas de 250 pL,
vedadas com alcool polivinilico e acondicionadas em racks de aluminio. As racks
permaneceram a temperatura ambiente (22°C) por 20 min para estabilizar a agao do
GR e ATP sobre as células espermaticas. Em seguida, as amostras foram expostas
em botijdo dry shipper de vapor de nitrogénio (MVE ™, SC4 / 2V, GA, EUA), por 12
horas, e transferidas para botijao de nitrogénio liquido (MVE™ VOLTA 34, GA, USA)

a -196°C, ficando armazenadas por no minimo 30 dias (Varela Junior et al 2012).

2.4 Descongelamento
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As amostras foram descongeladas em banho-maria a 45°C por 8 s e colocadas
em microtubos de 1,5 pL (Streit Jr DP et al 2006). Apds foram feitas analises de

cinética espermatica e estruturas celulares.

2.5 Andlise de cinética espermatica

Os espermatozoides descongelados foram ativados (ver item 2.2) e gravados
pelo Computer Assisted Sémen Analysis (CASA) (Dziewulska et al 2011). Foram
capturados 10 campos com minimo 1000 células, a ativacdo para a captura dos
campos foram repetidos 3 a 5 vezes. Os parametros avaliados foram motilidade total
(%), motilidade progressiva (%), distancia média percorrida DAP (um), distancia
curvilinea DCL (um), distancia retilinea DSL (um), velocidade média do percurso VAP
(um/s), velocidade curvilinea VCL(um/s), velocidade retilinea VSL (um/s),
retilinearidade STR (VSL / VAP, %), linearidade LIN (VSL / VCL, %), oscilagdo (WOB),
deslocamento lateral da cabeca ALH (um), frequéncia de batimento cruzado BCF(Hz)
(Dziewulska et al 2011). O tempo de motilidade foi avaliado no momento da ativacéo

até a parada do movimento progressivo dos espermatozoides (Sorensen 1979).

2.6 Citometria de Fluxo

Para as avaliacfes de fluidez de membrana, fragmentacdo de DNA, peroxidacao
lipidica, integridade de membrana e mitocdndria, rompimento celular e espécies
reativas de oxigénio foi utilizado o equipamento Attune Acoustic Focusing ® (Life
Technologies) equipado com laser azul (Argénio 488 nm) e laser violeta (UV 405 nm).
As analises foram realizadas pelo software versdo 2.1 (Life Technologies). Para a
deteccdo de todas as avaliacdes foi utilizado laser violeta de 405 nm (450/40, VL-1).
As populacbes de células espermaticas foram coradas com Hoechst 33342 na
concentracdo de 16.2 mM, exceto na fragmentacdo de DNA que ndo se utilizou
(Martinez-Alborcia et al 2012). Os eventos nédo espermaticos foram descartados por
graficos de dispersdo FSC x SSC e Hoechst 33342 negativo. Para a leitura de todos
0s parametros, as células coradas com fluor6foros foram adicionada em PBS livre de
célcio (80g de NaCl, 11,5gde KCI, 24g de Na2HPO4, 2g de KH2PO4 em 1L agua

milique), usando o total de 10.000 espermatozoides por analise.
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Integridade de membrana e Rompimento celular

A integridade de membrana foi verificada através dos fluor6foros Sybrl4 e iodeto
de propidio (IP) (Minitibe, Tiefenbach, Germany). A aliqguota de sémen descongelado
foi incubado por 5 min sonda fluorescente contendo 0,25 pyM de Sybrl4 e 7,5 pM IP
conforme instrugdes do fabricante - Minitibe. Os espermatozoides foram classificados
como nédo lesados e com membrana funcional (Sybr + / IP-) e lesados e/ou com
membrana ndo funcional (Sybr + / IP +; Sybr-/ IP +; Sybr- / IP-) (Figueroa et al 2015).
Para verificar a percentagem de rompimento celular, as células que apresentaram IP
+ foram classificadas como rompidas, as células que apresentaram IP — foram

classificadas como nao rompidas.

Fluidez de Membrana

A verificacdo para Fluidez de membrana utilizou 2,7 uM corante merocianina
hidrofébico 540 (M540) e 0,1 uM de YO PRO-1 (Invitrogen - Eugene, OR, EUA) em 10
puL de amostra descongelada por 5 min. Foram avaliadas células de alta fluidez (alta
concentracdo de M540) e baixa fluidez (baixa concentracdo de M540), apenas para
0s espermatozoides integros (YO-PRO negativo) (Fernandez-Gago et al 2013). A taxa
de fluidez de membrana foi calculada através do niumero de espermatozoides com
baixa fluidez/ nimero de espermatozoides com baixa fluidez + espermatozoides com
alta fluidez *100.

Funcionalidade de Mitocbndria

A funcionalidade de mitocéndria foi verificada com 3,1 uM de Rhodamina 123
(fluorescéncia verde), e 7,5 uM de IP em 10 pL de amostra descongelada por 5 min.
As ceélulas espermaticas foram classificadas quanto a alta funcionalidade (alta
fluorescéncia pela acumulacdo de Rhodamina) e baixa funcionalidade (baixa
fluorescéncia, baixa acumulacdo de Rhodamina), sendo avaliados apenas
espermatozoides intactos (IP negativo) (Liu et al 2015). A taxa de funcionalidade de
mitocondria foi calculada através do numero de espermatozoides com alto potencial
de membrana mitocondrial/ nUmero de espermatozoides alto potencial de membrana

mitocondrial + espermatozoides com baixo potencial de membrana mitocondrial *100.
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indice de fragmentac&o de DNA

A integridade de DNA foi avaliada pelo ensaio da estrutura de cromatina (SCSA).
Para verificagdo desse parametro, 10pL de espermatozoides descongelado foi
adicionado a 5uL de TNE (0.01 M Tris-HCI; 0.15 M NaCl; 0.001 M EDTA; pH 7,2),
10pL de Triton 1X (Triton X-100, 1%) (v / v) com intervalos de 30 segundos. O corante
acridine orange é adicionado e incubado por 30 s ndo ultrapassando o tempo de 2
min, para fazer a leitura. Os espermatozoides foram classificados quanto DNA integro
(verde) e fragmentado (laranja/vermelho) (Jenkins et al 2015). A taxa de
fragmentacdo de DNA foi calculada através do numero de espermatozoides com DNA
integro/nimero de espermatozoides DNA integro + espermatozoides com DNA

fragmentado *100.

Concentragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A concentracdo de ROS nas células esperméticas foi realizada através de 1.0
MM do fluoréforo 2'7' diclorofluoresceinadiacetato (H.DCFDA) (emite fluorescéncia
verde quando oxidado) e 7.5uM de IP. Foi utilizada a intensidade mediana de
fluorescéncia verde apenas para espermatozoides vivos (IP-) (Dominguez-Rebolledo
et al 2011).

Peroxidacéo lipidica (LPO)

A peroxidacdo lipidica dos espermatozoides foi avaliada logo depois de
descongelados. Foi adicionada a concentragao final de 1uM Bodipy C11 (Hagedorn et
al 2012) em 10 pL de amostra, e incubados por 2 horas a temperatura ambiente
(20°C), sendo analisados apenas espermatozoides vivos. A taxa de peroxidacéo
lipidica foi calculada através da intensidade mediana de fluorescéncia verde (lipidio
peroxidado) / intensidade mediana de fluorescéncia verde + intensidade mediana de

fluorescéncia vermelha (lipidio ndo peroxidado) *100.

2.7 Andlise estatistica
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As variaveis foram analisadas quanto a normalidade pelo teste Shapiro-Wilk,
seguidas por analise de variancia (ANOVA) por teste de Tukey. Os tratamentos foram
considerados variaveis independentes, e os parametros tempo de motilidade, DAP,
DCL, DSL, VAP, VCL, VSL, STR, LIN, WOB, ALH, BCF, integridade de membrana,
fluidez de membrana, funcionalidade de mitocéndria, indice de fragmentagéo de DNA,
ROS, peroxidacdo lipidica, rompimento celular foram considerados variaveis
dependentes. Todas as andlises foram feitas pelo software Statistix® 9.0 (Statistix
2008).

3.0 Resultados

O volume total de sémen fresco foi 4,0 £ 0,5 mL, a motilidade espermética foi 96

+ 10 e o periodo de motilidade foi 130 + 7 s.

Na analise motilidade total e progressiva, o tratamento GR 4 mM foi superior ao
controle (P < 0,05) e as concentracbes de ATP (7,5, 15, 22,5, 30 mM) e 6 mM nao
apresentou diferenca do controle (P > 0,05),j& 0 GR2 foi superior somente na
motilidade progressiva e periodo de motilidade (Tab. 1).

Na analise de fluidez de membrana, o melhor resultado foi nos tratamentos GR 4
e GR 6 gue diferiram estatisticamente (P < 0,05) do controle (Tab. 2). Nos parametros
fragmentacdo de DNA, peroxidacdo lipidica e integridade de mitocondria os
tratamentos ndo diferiram do controle (P > 0,05) (Tab. 2). Com relacdo a integridade
de membrana o tratamento ATP 22,5 diferiu do controle e obteve a melhor média de
membranas integras (60%) (P < 0,05) (Tab. 2). Os demais tratamentos de ATP (7,5,
15, 30 mM) e GR (2 mM) néo diferiram ao controle (P > 0,05) (Tab. 2).

As amostras congeladas com ATP 15 mM (P >0,05), ATP 22,5 e 30 mM (P <
0,05) diminuiram a producdo de ROS em mais de 50% em relacdo ao controle. Os
tratamentos ATP 7,5 mM, 4 mM, 6 mM né&o diferiram entre si e ndo foram superiores
ao controle (P > 0,05) (Tab. 2). Os tratamentos com ATP 22,5 mM e ATP 30 mM
mantiveram melhor a integridade celular nas amostras congeladas quando

comparadas com o controle (P < 0,05) (Tab. 2).
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4.0 Discusséao

Este € o primeiro estudo utilizando ATP e GR na criopreservacao seminal de C.
macropomum, peixe nativo brasileiro. Neste estudo a adigcdo dos antioxidantes
diminuiu a disponibilidade de espécies reativas de oxigénio, estabilizou a fluidez e
integridade de membrana citoplasmatica. Dentre os tratamentos de GR, as
concentracbes 2 e 4 mM apresentaram performances superiores nas avaliagcdoes de
motilidade total, motilidade progressiva e tempo de motilidade em relacdo ao controle.
Entre as concentracdes de ATP 15, 22,5 e 30 mM reduziram em 50% as espécies
reativas de oxigénio em relagdo ao controle.

A Glutationa reduzida nas concentragbes 4 mM e 6 mM melhoraram a fluidez de
membrana comparados ao controle, e as concentracdes de 2 e 4 mM, mantiveram
com mais eficiéncia o periodo de motilidade, motilidade total e progressiva. Da
mesma maneira, estes tratamentos melhoraram os parametros de movimentacao por
estabilizar as estruturas celulares garantindo viabilidade dos gametas. Dessa forma, a
GR reduziu os danos oxidativos ocasionados pelo desequilibrio do sistema
antioxidante e da formacdo de espécies reativas de oxigénio (Bansal e Bilaspuri
2011). A estabilizacdo da membrana citoplasmatica conservou as vias metabdlicas,
como Fosforilagdo oxidativa, permitindo producdo de ATP para geragcao de batimento
flagelar, e consequentemente, maiores taxas de motilidade.

A motilidade é o parametro mais utilizado para avaliar a qualidade dos gametas
entre as espécies, pois 0 movimento espermatico garante a fertilizacdo do odcito. E
evidente que a qualidade de espermatozoides congelados é menor quando
comparados a espermatozoides in natura, especialmente, pela reducédo do conteudo
de antioxidantes como glutationa reduzida e aumento de espécies reativas de
oxigénio (Gadea et al 2011). Nesse sentido, diversos estudos suplementando o
congelamento com GR mantiveram as taxas de movimentagdo corroborando com
este estudo (Gadea et al 2013).

Kutluyer et al (2014) adicionando glutationa reduzida de forma isolada no
diluente de congelamento para de truta arco iris observaram aumento na duracéo e
taxa de motilidade de espermatozoides descongelados. Estes estudos mostram que
eficacia da adicdo de antioxidantes de forma isolada confere maior qualidade nas

células espermaticas descongeladas.
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Os resultados de ROS apresentaram 0 mesmo padrdo nas maiores
concentracbes de GR e ATP conferiram menor producédo de ROS em relagcdo ao
controle. Em virtude disso, ocorreu reducdo de ataque das ROS aos acidos graxos
poli-insaturados, que compdem a membrana plasmatica (Lahnsteiner et al 2009).
Dessa forma, as membranas tornam-se menos fluidas e mais integras, pela
estabilizacdo dos fosfolipidios, e consequentemente, aumentou integridade
mitocondria e integridade celular das amostras. Com isto, o nimero de células em
movimento aumentou, o que foi visivel no acréscimo de motilidade total e progressiva,
entretanto ela ndo agiu diretamente sobre o metabolismo de cada célula, ndo
aumentando a VCL, VSL ou BCF.

Mesmo com a adicdo da ATP nas concentracdes 22, 5 e 30 mM foram eficazes
para reducdo de producdo de espécies reativas de oxigénio, ndo alterando as
organelas, esta energia disponivel ndo foi eficaz para que se obtivesse um aumento
de batimentos flagelares. Provavelmente, a desorganizacdo da bicamada lipidica
decorrente do congelamento permite a entrada do ATP exdgeno (Blanco et al 2011),
gue normalmente é impermeavel a membrana plasmatica, reduzindo a producéo de
ROS, porém pode se sugerir que a célula espermatica néo utiliza essa fonte de
energia para aumentar sua motilidade. A adicdo de GR exdgeno promoveu um
equilibrio entre producdo de ROS e sistema antioxidante, que € reduzido apds o
congelamento pela diluicdo nas solucées de criopreservacdo (Cabrita et al 2011).

Além disso, GR e ATP promoveram protecdo ao DNA devido as altas
percentagens de integridade (99,4; 97,2). Estudos adicionando antioxidantes nos
diluentes de congelamento obtiveram resultados similares a esta pesquisa, pois
diminuem fragmentacdo (Ogretmen et al 2015) e os danos (Cabrita et al 2011) no
DNA. Gadea et al (2005) observou baixos niveis de condensacao da cromatina com a
adicdo de Glutationa e sugeriu que presenca deste tripeptideo reduziu o estresse
oxidativo, a oxidacao dos tiois, e a hipercondensacéo da cromatina espermatica. Da
mesma forma, isto pode ter ocorrido neste estudo que apresentou baixas taxas de
fragmentacao (2,8%, 0,6%).

Na busca de melhores informacdes que possibilitem um diluente capaz de
preservar a qualidade seminal, a adicdo de GR ndo melhorou os indicativos de
componentes celulares. Porém a mesma manteve com mais eficiéncia a cinética
espermética do sémen fresco, promovendo maior motilidade total, progressiva e

periodo de motilidade quando comparado ao tratamento controle. Desta forma,
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indicamos a utilizagdo do diluente BTS com 10% de DMSO adicionado de 4 mM de

GR em espermatozoides descongelados de C. macropomum.
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ANEXOS

Tabela 1: Andlises de cinética de espermatozoides descongelados C. macropomum com GR e ATPisolados (mM). Os dados séo

expressos como média e erro padrdo da média.

Tratamentos Antioxidantes

Controle ATP 7,5 ATP 15 ATP 22,5 ATP30 GR 2 GR4 GR6
MotTot(%) 30,3+1,11° 31,7 +1,46° 28,9+1,33" 21,8+1,14° 19,1 +0,99° 346+1,45®  38,1+1,73° 30,7 +1,54°
MotProg (%) 20,6 + 0,89° 22,8 +1,28™ 194+1,11° 156+0,97® 12,9+0,83° 257 +1,36® 294+ 1,49 21,6 +1,28™
PMot (s) 50,9 + 4,09° 52,5 + 3,32° 11,6 +2,93° 1,0+0,3° 1,1+0,4° 74.4 + 4,052 62,9 + 3,84% 60,9 + 4,39%
DAP (um) 14,3+0,28"  14,1+0,30% 13,4+0,34™  12,3+0,31° 13,8 +0,36% 14,7+0,26®  15,0+0,32° 14,4 +0,37%
DSL 10,7+0,21* 10,0+ 0,23™ 9,38 +0,21° 9,13 + 0,20° 9,74 +0,18° 11,1 +0,21° 10,9+0,23*  11,1+0,33?
DCL (%) 18,9 + 0,41° 19,4 + 0,472 185+0,55® 16,6 +0,58" 18,5 + 0,60% 19,2 + 0,35 19,6 + 0,52 18,5 + 0,44%
VAP (um/s) 33,3+ 0,69° 33,1+0,71° 320+0,83°  29,0+0,81° 32,8 +0,94° 33,8 +0,64° 34,7 +0,81° 33,3+0,83°
VSL (um/s) 24.9 + 0,50° 23,4 + 0,52% 224+ 0,51° 21,3 +0,50° 23,2 + 0,50 25,5 + 0,48° 25,2 +0,57° 25,6 + 0,73
VCL (um/s) 438+1,04®  457+111° 44,3 +1,35° 39,0 + 1,50° 439 +1,51%® 44,3 + 0,90° 454 +1,28° 42,6 +1,00®
STR 0,8 +0,07® 0,70 + 0,07° 0,70 + 0,08° 0,74+0,01® 0,72 +0,01™ 0,75+0,07®  0,73+0,09% 0,76 +0,07°
LIN 0,58 + 0,012 0,52 + 0,08° 0,52 +0,01 0,58 +0,01° 0,55 + 0,013 58 + 0,09 0,57+0,01®  0,60+0,01°
WOB 0,76 +£0,09® 0,73 +0,07° 0,73+ 0,01° 0,76 £0,01® 0,75+ 0,09® 0,80 +0,06® 0,77 + 0,08 0,78 + 0,08°
ALH 26+008%  293+0,10° 289+0,11® 285+0,13" 2,97+0,13° 2,62 +0,08 250 +0,09™ 2,42 +0,07°
BCF 23,8+0,48 221+0,44° 225+0,41°  224+0,55° 24,0 + 0,50%° 234+0,36% 244+0,43" 24.9 + 0,46°

*Motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), periodo de motilidade (PMot), distancia média percorrida (DAP), distancia retilinea (DSL), distancia curvilinea (DCL),
velocidade média do percurso (VAP), velocidade retilinea (VSL), velocidade curvilinea (VCL), retilinearidade (STR), linearidade (LIN), oscilagdo (WOB), deslocamento
lateral da cabeca (ALH), Freqiiéncia de batimento flagelar cruzado (BCF). Letras distintas na mesma linha apresentam diferenca estatistica (P < 0,05).
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Tabela 2: Anélises de citometria de fluxo: fluidez de membrana citoplasmatica (FM), integridade de membrana citoplasmatica (IM), integridade
celular (IC), espécies reativas de oxigénio (ROS), fragmentacdo de DNA (DNA), peroxidacdo lipidica (LPO), Potencial de membrana
mitocondrial (PMit) de espermatozoides descongelados com GR e ATP isolados (mM). Os dados sdo expressos como média e erro padrao da

média.
Tratamentos Antioxidantes

Controle ATP 75 ATP 15 ATP 22,5 ATP30 GR2 GR4 GR6
FM (%) 56,7 + 2,2° 66,0 + 2,87 63,6 + 2,1%° 55,0 +3,2°9 48,3 +3,2° 65,7 + 2,7°%° 70,0 + 2,0° 70,7 +1,5°
IM (%) 40,0 + 3,0° 54,1 +2,3% 51,1 + 3,5%° 60,9+30*° 556+36®  479+28" 51,0 + 2,6%° 47,0 + 3.4
IC (%) 61,5+3,2° 67,9+2,5% 68,3+3,1% 76,2+2,0° 73,842,1° 69,3+2,0% 69,5+2,6% 64,9+3,5%
PMit (%) 59,8 3,8 65,4 + 3,9° 63,5 + 3,6° 63,3+3,2° 60,534 63,8 3,3 62,9 + 3,8° 65,5 + 2,9°
ROS (%)  1142,8+180,0° 780,2+ 86,3 507,5+117,5"" 3943 +47,7* 323,8+70,6° 10457 +178,9" 888,2 + 133,5° 720,7 + 134,0
LPO (%) 17,6 +2,7° 17,5+2,2° 18,2 +2,1° 18,7+21°  16,7+2,1° 16,1 +3,2° 12,0+1,3° 13,0+ 1,5
DNA (%) 985+0,3 98,7+0,2° 98,9 +0,2° 99,4+0,1*  992+0,2° 98,8 +0,2° 98,5 +0,2° 98,9 +0,3°

2P_etras distintas na mesma linha apresentam diferenca estatistica (P < 0,05).
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