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RESUMO

O objetivo destes estudos foi de avaliar os parametros seminais e o perfil eletroforético do
plasma seminal de machos de tambaqui, induzidos com extrato hipofisario de carpa (0,5
mg/kg) e correlacionar com possiveis marcadores de qualidade seminal. O aprimorando das
biotécnicas da reproducdo ja existentes para tambaqui, assim como o desenvolvimento de
metodologias com estes estudos, serdo capazes de aprimorar 0s programas de melhoramento
genético e eficiéncia reprodutiva dos plantéis comerciais. Além disso, servirdo para auxiliar
programas de conservacdo e recuperacdo de espécies em risco de extingdo. As coletas
seminais ocorreram na Fazenda S&o Paulo, aquicultura localizada no municipio de Brejinho
de Nazaré, Tocantins. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética de uso animal da
Universidade Federal do Tocantins (protocolo de nimero 23101.001692/2015-65). Dentre 0s
pardmetros avaliados, o volume seminal médio foi de 3,31 mL/4,18 + 0,46 kg de peso vivo e
prevaléncia de aspecto leitoso (62,5%). A motilidade média foi de 78,75% e 0 vigor médio na
escala 3,5. A concentracdo espermatica média foi 12,68 x 10° espermatozéides/mL, com
defeitos menores foram em media 5,50% e defeitos maiores em 2,56% dos espermatozoides,
sendo em média 84,50% de espermatozoides integros atraves do teste de eosina-nigrosina. O
teste de viabilidade espermatica ocorreu pela aplicacdo de nova metodologia, sem a
necessidade de aquecer a solugdo corante e o sémen a 37 °C e sem 0 pré-aquecimento das
laminas microscopicas. Com o perfil eletroforético do plasma seminal detectou-se um total de
26 bandas proteicas com pesos moleculares que variam de 9,87 a 221,93 kDa, com
predominancia de proteinas com baixos pesos moleculares. A presenca de proteinas com
baixo peso molecular € um indicativo de qualidade seminal e fertilidade, e serve como
parametro de qualidade seminal para uso na criopreservacdo em bancos de germoplasma desta

espécie.

Palavras-chave: eletroforese unidimensional, integridade de membrana, peixes, protedmica.



ABSTRACT

The aim of these studies was to evaluate the seminal parameters and the electrophoretic
profile of the seminal plasma of males tambaqui, induced with pituitary carp extract (0.5 mg /
kg) and correlate with possible seminal quality markers. The improvement of already existing
biotechniques of reproduction for tambaqui, as well as the development of methodologies
with these studies, will be able to improve the programs of genetic improvement and
reproductive efficiency of the commercial plants. In addition, they will serve to assist
programs of conservation and recovery of endangered species. Seminal collections took place
at Fazenda S&o Paulo, aquaculture located in the county of Brejinho de Nazaré, Tocantins.
This study was approved by the animal use ethics committee of the Federal University of
Tocantins (protocol number 23101.001692 / 2015-65). Among the evaluated parameters, the
mean seminal volume was 3.31 mL / 4.18 + 0.46 kg of body weight and prevalence of milky
appearance (62.5%). The mean motility was 78.75% and the mean vigor on the 3.5 scale. The
mean spermatic concentration was 12.68 x 10° spermatozoa / mL, with minor defects were on
average 5.50% and major defects in 2.56% of spermatozoa, with an average of 84.50%
spermatozoa being intact through the eosin-nigrosine test. The sperm viability test was carried
out by the application of a new methodology, without the need to heat the dye solution and
the semen at 37 ° C and without the preheating of the microscopic slides. With the
electrophoretic profile of the seminal plasma, a total of 26 protein bands with molecular
weights ranging from 9.87 to 221.93 kDa were detected, with a predominance of proteins with
low molecular weights. The presence of low molecular weight proteins is an indication of
seminal quality and fertility, and serves as a seminal quality parameter for use in

cryopreservation in germplasm banks of this species.

Keywords: fish, membrane integrity, one-dimensional electrophoresis, proteomics.
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1 INTRODUCAO

Os peixes de &dgua doce da regido neotropical sdo responséveis pela maior diversidade
do mundo nesta categoria. H& indicios de que somente na América do Sul ocorram mais de
9.000 espécies e estima-se que cerca de 40% desta ictiofauna continua desconhecida (REIS et
al., 2016). A familia Serrasalmidae é uma das mais encontradas, bem disseminada pela sua
carne saborosa, branca e firme, e por apresentar praticidade de manejo e rapido retorno
econdmico quando criados em cativeiro (LOWE-MCCONNELL, 1999).

Em relatorio recente da FAO (2016) foi demonstrado que paises em desenvolvimento,
a producdo de peixes de escama em sistemas em tanques de terra representa uma pratica
comum que oferece beneficios relacionados a seguranca alimentar e nutricional. Destaca-se
que dos 25 paises produtores de espécies de peixes de escamas, o Brasil alcanca o 14° lugar
com producdo de 474,8 mil t registrada em 2014.

Na piscicultura brasileira, a producdo de tambaqui (Colossoma macropomum),
segundo o IBGE (2016) foi de 135,9 mil t, demonstrando seu favoritismo pelo mercado e
lucratividade. Devido a demanda de mercado e 0 avanco na producdo, o tambaqui encontra-se
na lista das espécies prioritarias para pesquisas de melhoramento genético (MARIA et al.,
2011).

Atualmente nos sistemas de cultivo, o conteddo espermatico coletado de muitos
reprodutores € frequentemente caracterizado como de baixa qualidade e quantidade,
prejudicando os indices de fertilidade do plantel e consequentemente, trazendo prejuizos
econémicos (RURANGWA et al., 2004). Diante disso, 0 uso de pardmetros seminais, como a
motilidade, vigor, concentracdo, morfologia e viabilidade espermética (CBRA, 2013) sdo
essenciais para avaliar a qualidade seminal desses exemplares, possibilitando resultados
economicamente viaveis para a aquicultura nacional.

Aliado a as avaliacdes de rotina, avancos em estudos protebmicos do plasma seminal
através da eletroforese unidimensional vém crescendo no intuito de elucidar a funcdo destas
proteinas sobre a qualidade espermatica e seu papel na fertilidade (CIERESZKO et al., 2017),
podendo ser aplicadas em pesquisas de melhoramento genético e auxiliar nas avaliaces

espermaticas de rotina nas pisciculturas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1  Tambaqui: Habitat, manejo e reproducéo

O tambaqui Colossoma macropomum (Cuvier, 1818), peixe da familia Serrasalmidae
e ordem Characiforme, é uma espécie migratéria de agua doce da ictiofauna nativa, que
devido a sua rusticidade, facil manejo e crescimento acelerado alcangou o recorde de maior
producdo na aquicultura nacional. Sendo crescente o seu cultivo nas regides norte e nordeste
do Brasil. O tambaqui é nativo da bacia amazonica, principalmente nos rios Solimdes,
Madeira e Orinoco, onde devido a suai mportancia ecoldgica e econémica figura entre as
espécies de maior interesse para a pesquisa (QUEIROZ et al., 2002; KUBITZA, 2004;
BRASIL, 2011).

Em seu habitat natural, o tambaqui pode atingir até 110 cm de comprimento e
alcancar pesos superiores a 30 kg e expectativa de vida de ate 14 anos (GOULDING &
CARALHO, 1982), sendo reconhecido como o segundo maior peixe de escamas da ictiofauna
brasileira de 4gua doce, logo atras do pirarucu (Arapaima gigas) (KUBITIZA, 2004).

Seus dentes molariformes resistentes possibilitam ao tambaqui consumir diferentes
alimentos de acordo com a estacdo do ano, variando sua dieta desde zooplancton a frutos,
folhas e galhos moles, sementes de arvores nativas que estdo sobre o rio, invertebrados
aquaticos ou que caem nas aguas durante a estagdo das cheias (MORAIS & O’SULLIV AN,
2017).

Devido a sua rusticidade e boa adaptacdo em diferentes ambientes, o cultivo desta
espécie na regido norte e nordeste tem sido vantajosa e de grande sucesso devido as suas
condicdes climaticas (IZEL et al., 2014).

Para o cultivo de tambaqui, 1zel et al. (2014) recomendam que seja em tanques de
profundidade minima de 1,70 m, podendo ser do tipo escavado ou semiescavado. O tamanho
e formato do tanque ficam a critério do produtor, ressaltando apenas a importancia de que
tanques muito pequenos estdo mais sujeitos as interferéncias climaticas e fisico-quimicas da
agua.

Na regido nordeste, com o intuito de oferecer uma alternativa aos piscicultores do
semiérido, aléem dos métodos tradicionais mencionados anteriormente, o cultivo vem sendo
realizado em canais de irrigacdo, com custo baixo e mantendo os padrBes de qualidade da

agua que pode segue destinada para diversas finalidades (SILVA et al., 2013).
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Ituassu et al. (2004) destacam que em sistema de privacgdo alimentar na fase inicial da
producdo, o tambaqui apresenta crescimento compensatorio e melhor deposicéo de proteinas
corporal a partir do momento em que encerra a privacdo alimentar e o alimento passa a ser
ofertado a vontade.

A fase de engorda dessa espécie dura em torno de 240 a 300 dias, periodo que sofre
influéncia da disponibilidade de alimento, densidade de estocagem e temperatura da dgua, que
pode variar de 1 a 1,5 peixes/m®, influenciando diretamente no melhor desempenho dos
peixes (ARBELAEZ-ROJAS et al., 2002; ARAUJO-LIMA & GOMES, 2005; IZEL et al.,
2014).

Apesar de o tambaqui conseguir se alimentar do zooplancton encontrados na agua
dos viveiros, a fase de desenvolvimento e crescimento destes peixes depende da racédo
ofertada, sendo que para cada fase da producéo (crescimento ou terminacao) existem racoes
com balangos nutricionais especificos (IZEL et al., 2014).

Na fase de terminacdo, os peixes devem alcancar o peso comercial de 2,7 kg a 3,3
kg. Alcancado o peso ideal para a comercializacdo, a carne desta espécie apresenta 6timo
resultados de venda (VALENTI et al., 2000; IZEL et al., 2014).

Aos peixes destinados a reproducdo Streit Junior et al. (2012) recomendam que a
densidade de estocagem deve ser menor, 0,2 peixe/m? para matrizes e reprodutores de menor
porte (com até 3 kg) até 0,1 peixe/m?2 para peixes de maior porte. Para a alimentacdo dessas
matrizes, recomenda-se que o nivel proteico da racdo seja em torno de 28% de proteina bruta
para a fase de manutencéo e 36% quando estiverem na fase de vitelogénese.

Devido ao maior porte do tambaqui, existe uma dificuldade relacionada ao manejo
reprodutivo no momento da captura e inducdo hormonal exégena. Quanto maior o exemplar,
mais dificultoso serd o manuseio e maior sera a quantidade de hormoénios necessarios para
inducdo. Preconiza-se que 0s peixes para reproducdo tenham em média 3 kg para facilitar o
manejo e reduzir os custos (ARBELAEZ-ROJAS et al., 2002; STREIT JUNIOR et al., 2012).

Na natureza, a fase reprodutiva do tambaqui coincide com a época migratéria ou
piracema, de setembro a fevereiro com desovas totais que coincidem com as cheias dos rios
Negro e Amazonas. A piracema € caracterizada pela migragdo lenta dos cardumes adultos em
direcdo a cabeceira dos rios e afluentes. Esse periodo migratorio € necessario para peixes
reofilicos, a exemplo do tambaqui, os quais sdo dependentes de estimulos ambientais para
estimular a producdo de horménios para induzir a producdo espermatica nos machos e o

amadurecimento das génadas para a ovulagcdo (MACIEL, 2015).
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Quando criada em cativeiro é necessario que ocorra a inducdo hormonal exégena, uma
vez que sem o estimulo ambiental e migratorio, ndo ocorre o desencadeamento de fatores
fisiolégicos. O extrato bruto de hipéfise de carpa (EBH), por apresentar praticidade na sua
manipulacdo e eficacia nos resultados, é o mais utilizado para a inducdo artificial da
reproducdo em peixes reofilicos. A dose de EBH a ser injetada precisa ser calculada de acordo
com o peso corporal do peixe macho, sendo indicado 1 mg/kg para peixes menores (até 3,0
kg) e 2,5 mg/kg para peixes maiores (acima de 3,0 kg), sendo administrada em dose Unica
cerca de 12h a 14h antes da coleta seminal (MARIA et al., 2011; STREIT JUNIOR et al.,
2012).

A indugdo da reproducdo em peixes reofilicos é feita na maioria das vezes pela
aplicacdo de EBH, seja ela em dose Unica ou multiplas doses, porém outros horménios
também podem ser utilizados, a exemplo da gonadotrofina coriénica humana (HCG) ou
horménio liberador de horménio luteinizante (GnRH) (VIVEIROS; GODINHO, 2009).

O inicio da puberdade pode ocorrer mais precocemente nos machos em relacdo as
fémeas, quando mantidos em cativeiro, sendo evidenciado desde os cinco meses de idade o
desenvolvimento testicular, espermatogénese e espermiacéo, e apresenta fim do primeiro ciclo
reprodutivo antes de atingir os 3 kg (peso de mercado), enquanto que nas fémeas esse
processo fisioldgico da reproducdo inicia-se apds sete meses de idade (SOUZA &
ALMEIDA, 2012; ALMEIDA et al., 2016).

Em estudo realizado por Lopes et al. (2012) também foi evidenciado a precocidade
dos machos, onde pode-se perceber que a espermatogénese teve inicio cerca de 4 meses antes
da maturacdo completa dos testiculos, que ocorre nos meses de Dezembro e Janeiro, com
evidenciacdo de presenca de espermatozoides no lamen testicular. A duracdo da
espermatogénese, processo onde células diploides passam por proliferacdo e diferenciacdo em
células maduras, também € menor em peixes do que em mamiferos, estando sujeitas as
mudancas de temperatura da &gua (NOBREGA et al., 2009).

2.2 Avaliacdes Espermaticas

Devido a particularidade de cada espécie e até mesmo entre a mesma espécie, 0S
conhecimentos destas caracteristicas seminais sdo extremamente importantes para determinar
a qualidade reprodutiva destes animais, e desta forma, aperfeicoar o uso destas técnicas para a

utilizacdo em sistemas de reproducéo artificial em larga escala (MURGAS et al. 2011).
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2.2.1 Motilidade Espermatica

Na producdo comercial de peixe, em micro ou macro empreendimentos, €
indispensavel avaliar a qualidade do sémen dos animais para que se possa aumentar a
eficiéncia da fertilizacdo artificial e a producéo total (RURANGWA et al., 2004).

A motilidade espermética € o principal parametro reprodutivo quando se deseja
avaliar a qualidade do sémen coletado dos peixes (VIVEIROS & GODINHO, 2009). A
classificagdo de motilidade determinada em porcentagem de espermatozoides em movimento
no campo de visdo é um método eficaz e pratico (VIVEIROS et al., 2003).

Embora existam diferencas morfoldgicas entre as espécies de peixes, a caracteristica
da motilidade espermatica é comum a todas as espécies. O mecanismo de ativacdo dos
espermatozoides nestas espécies ocorre quando entram em contato com a &gua, seja do rio, do
viveiro aquicola ou do para hidratacdo, quando em reproducdo artificial. Os espermatozoides,
enquanto armazenados nos testiculos, encontram-se iméveis e na forma inativa, sugerindo que
fatores quimicos dos testiculos ou fluidos seminais séo responsaveis por isso (STOSS, 1983;
CARNEIRO, 2007).

Os ovulos de peixes de dgua doce de fecundacdo externa, quando em contato com a
agua iniciam o processo de fechamento da micropila, a qual permanece aberta por curto
periodo, cerca de 2 minutos, permitindo a entrada dos espermatozoides e fecundacdo (HOLT
& VAN LOOK, 2004).

Uma vez ativada pelo contato fisico com a agua, a ativacdo se torna irreversivel e
apresenta esta caracteristica de duracdo de motilidade muito curta, devido as suas baixas
reservas energéticas. A longevidade dos espermatozoides apés a ativacdo, assim como a sua
capacidade fertilizante, estd diretamente ligada ao ambiente externo aos quais estardo sendo
expostos, pois ficam expostos ao estresse osmatico do meio: hipoténico, quando em agua
doce, e hipertdnico, quando de aguas salobras (HOLT, VAN LOOK, 2004; CARNEIRO,
2007).

A essa caracteristica peculiar do processo de ativacdo espermatica em peixes, vale
ressaltar que had grandes chances de os espermatozoides serem inativados durante a coleta
devido a contaminacdo da amostra, seja ela decorrente de contato direto com urina, sangue,
solucdo sedativa e secrecOes extravasados no momento da massagem abdominal, ou através

de contato com utensilios de coleta sujos (residuos de sabdo, alcool ou material de limpeza)
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ou Umidos, bem como a alteragbes abruptas de temperatura na recepcdo do material fresco
(BARTH, 2000; PEREIRA et al., 2016).

O conhecimento destas caracteristicas em cada espécie é crucial para o sucesso da
técnica, uma vez que a fertilizagdo dos 6vulos s6 acontece quando os espermatozoides tém
sua motilidade ativada, por isso que a motilidade espermatica &€ um dos principais parametros
utilizados para avaliar a qualidade espermatica, sendo esta influenciada diretamente por
fatores ambientais (como temperatura e estagdo do ano), fatores nutricionais, genéticos
(espécie) e até mesmo pelas condigdes no momento da coleta e metodologia empregada nas
solugdes ativadoras (CARNEIRO, 2007; MURGAS et al. 2011).

Rurangwa et al. (2004) ressaltam que o uso desse parametro para avaliar a fertilidade
de peixes machos € questionavel devido ao fator de ser um parametro subjetivo, ou seja, esta
estimativa da qualidade do sémen pode ser afetada por fatores relacionados com a experiéncia
do profissional, pontos de observacgédo escolhidos e medidas de interpretacdo de resultados que
foram escolhidos.

O sémen de tambaqui induzidos com Horménio Liberador de Gonadotrofina (GnRH)
na dosagem de 100 mg/kg de peso vivo por via intraperitoneal apresentaram motilidade 4,
comparada com a motilidade 2, observada nos peixes que ndao foram induzidos, e que em
algumas amostras apresentou-se mais espesso e com presenca de grumos (FARIAS et al.,
1999). Em machos de jundia (Rhamdia quelen) cerca de 91,7% dos peixes apresentou

motilidade abaixo de 80%, conforme observac6es de Campos et al. (2010).

2.2.2 Vigor

O vigor espermatico é outro parametro importante a ser avaliado em conjunto com a
motilidade espermatica. E utilizado para qualificar a movimentacdo dos espermatozoides,
sendo considerado no momento da avaliacdo a velocidade e a progressao do movimento dos
espermatozoides (CBRA, 2013).

A avaliacdo subjetiva do vigor é determinada em uma escala de 0 a 5, quando o
escore 0 é atribuidos aos espermatozoides que ndo apresentam movimentagdo ou progressao
fraca e inexpressiva, seguido dos escores 1 a 4 quando apresentam movimentacdo e
progressao intermediarios, e escore 5 quando a motilidade estd entre 80% a 100%
(VIVEIROS et al., 2003; CBRA, 2013).
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2.2.3 Volume

O volume total do ejaculado depende de fatores como: método de coleta, inducéao
hormonal, espécie, excitacdo no manejo e até mesmo entre animais da mesma espécie; ndo
existindo um volume minimo e maximo (VIVEIROS & GODINHO, 2009; CBRA, 2013).

Viveiros e Godinho (2009) destacaram que a avaliagdo do volume seminal de peixes €
um fator extremamente importante no processo reprodutivo destes animais e que tanto em
espécimes de piracema quanto em espécimes induzidos, este volume seminal pode ser
bastante variavel entre as espécies e épocas do ano. Estes mesmo autores mencionam que
apenas uma parte do sémen é possivel de ser extraido durante procedimentos rotineiros de
coleta atraves de massagem abdominal, e que este volume seminal em algumas espécies pode
ser relativamente grande (supeior a 10 mL), como exemplo a Piracanjuba (Brycon
Orbignyanus). Em contrapartida, outras espécies como piau-agu (Leporinus macrocephalus) e
jau (Zungaro Jahu), estes procedimentos rotineiros de massagens abdominais ndo simples de
realizar, sendo necessario intervengdo cirurgica e remogdo testicular para coleta de sémen
intratesticular em alguns dos machos.

O volume seminal em pintados (Pseudoplatystoma corruscans) manejados por
Velarde (2013) foi em média 9,0 £ 3,3 mL, com volume seminal maximo 10 mL em coleta
realizada em dezembro e volume de 4,6 + 1,5 mL em coleta realizada em novembro, apos
inducdo dos exemplares com GnRH em dose Unica de 0,5 mg/kg de peso vivo.

Tambaquis induzidos e ndo induzidos com GnRH 100 mg/kg de peso vivo, Farias et
al. (1999) encontraram volumes seminais de 5,0 £ 1,2 mL e no grupo dos animais nao
induzidos foi observado volume meédio de 2,0 + 0,8 mL. Valores semelhantes aos encontrados
por Vieira (2011) em se tratando de animais induzidos com EBH na dosagem de 2 mg/kg de
peso vivo e apresentaram 5,05 = 2,00 mL de volume seminal, com valores médios inferiores
0,55 £ 0,5 mL obtidos com peixes ndo induzidos.

O volume seminal apresentou media de 12,6 mL no grupo de tambaquis induzidos
com duas doses intramusculares de 0,25 e 2,5 mg/kg por peso vivo e média de 0,5 mL nos
tambaquis ndo induzidos (MARIA et al., 2011).
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2.2.4 Aspecto

O aspecto seminal deve ser avaliado de forma visual e subjetiva, caracterizando a cor
e a aparéncia do ejaculado, que depende diretamente da concentracdo espermatica e residuos
de sangue, fezes, urina, células epiteliais, &gua e outros detritos encontrados no ejaculado, que
podem ser decorrentes do manejo no momento da massagem abdominal. O ejaculado pode ser
classificado como cremoso, seroso, leitoso e aquoso (CBRA, 2013).0 sémen de tambaqui
apresenta caracteristica leitosa e acentuadamente viscoso, conforme descrito por Menezes et
al. (2008). A caracterizacdo feita por Maria et al. (2011) ao aspecto seminal de sémen de
tambaquis induzidos e ndo induzidos foi 0 mesmo - branco e leitoso. A mesma caracteristica
foi observada por Pinheiro et al. (2016) para o sémen fresco de tambaqui, coloragédo

esbranquicada e aspecto leitoso.

2.2.5 Concentracédo Espermatica

A concentracdo espermatica € utilizada para determinar o numero total de
espermatozoides do ejaculado por milimetro ctbico (mm?®) ou centimetro ctbico (cm®) através
da contagem de células na camara de Neubauer (CBRA, 2013). Viveiros e Godinho (2009)
mencionam que a mensuracdo da concentragdo espermatica € crucial no estudo de
caracteristicas reprodutivas de peixes e destaca que o nimero de espermatozoides por mL
apresenta grandes variacOes em espécies de agua doce, influenciados por indu¢do hormonal,
manejo e época do ano, alem de outros fatores intrinsecos e extrinsecos.

A concentracdo espermatica em piapara (Leporinus obtusidens) e jundiéd induzidos
variou de 10,9 x 10° espermatozoides/mL a 69,9 x 10° espermatozoides/mL, respectivamente
(VIVEIROS, GODINHO, 2009).

O linguado do Atlantico (Hippoglossus hippoglossus), conhecido pelo alto valor
comercial e grande potencial aquicola, apresentou concentracdo espermatica de
15,6 x 10° espermatozoides/ mL quando mantido em fotoperiodo normal (BABIAK et al.,
2006).

Velarde (2013) avaliando as caracteristicas seminais e criopreservacdo sémen de
pintado (Pseudoplatystoma corruscans), uma espécie com ampla distribuicdo na América do
Sul e alto valor comercial no mercado regional, observou concentracdo espermatica média de
111,46 x 10° + 6,71 x 10° espermatozoides/ mL coletados durante 0 més de dezembro (meio

do periodo reprodutivo) e 85,70 x 10° + 35,49 espermatozoides/mL coletados no més de
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novembro de 2011 (inicio do periodo reprodutivo), ambos induzidos com dose Unica de
GnRH 0,5 mg/kg de peso vivo.

O sémen de tambaqui apresentou concentracdo espermatica em torno de
35 x 10° espermatozoides/mL., conforme informagdes apresentadas por Menezes et al. (2008),
em contrapartida, Farias et al. (1999) encontraram concentracdes espermaticas meédias

6,0 x 10° espermatozoides/mL em peixes induzidos com GnRH a 100 mg/kg de peso vivo.

2.2.6 Viabilidade Espermatica

O método de coloracdo a base de eosina-nigrosina € utilizado para avaliar se 0s
espermatozoides estdo vivos ou mortos e se 0 ejaculado encontra-se viavel para a reproducédo
(BARTH & OKO, 1989). A eosina possui a caracteristica de indicar quais membranas foram
lesionadas, e com isso, possibilita a passagem do corante para o interior das células
lesionadas, enquanto a nigrosina promove o contraste de fundo escuro para facilitar a
visualizacao dos espermatozoides integros (BARTH, 2000; MARIA et al., 2011; ZANIBONI-
FILHO, BALDISSEROTTO, 2015).

Nesse procedimento € preconizado gque sejam pipetadas uma gota de sémen e uma
gota do corante, homogeneizando e aquecer em banho-maria a 37 °C durante 60 segundos, e
em seguida, confeccionar um esfregaco. Todo o procedimento deve ser realizado em menos
de um minuto. A leitura da lamina, a contagem e a classificacdo de 200 células devem ser
feitas em microscopio dptico em objetiva de imersédo, e apenas resultados iguais ou superiores
a 70% sao considerados viaveis para a reproducdo e criopreservacdo (MARIA et al., 2011;
CBRA, 2013).

2.2.7 Morfologia Espermatica

A morfologia, assim como a viabilidade das celulas espermaticas, ¢ um dos
indicadores de fertilidade em machos, podendo ser definida como o estudo anatdémico
detalhado dos espermatozoides (BARTH, 2000; FRENEAU, 2011; ARRUDA et al., 2015)

As classificacBes destas anormalidades morfoldgicas podem variar entre resultados de
trabalhos conduzidos por diferentes pesquisadores, podendo ser classificada em defeitos
primarios quando forem decorrentes de alteracbes morfofisioldgicas ocorridas durante o
processo de espermatogénese, e defeitos secundarios quando decorrentes de alteracdes apos a

formacdo dos espermatozoides dentro do epididimo ou durante o manejo no momento da
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coleta. Blom (1973) sugere que estas anormalidades também podem ser classificadas em
defeitos maiores, relacionando-os com sua importancia na fertilidade ou devido a uma
condicdo patoldgica testicular ou epididiméria, decorrentes de falhas na espermatogénese,
maturacdo e transporte espermatico, capaz de interferir negativamente na fertilidade. Os
defeitos menores, oriundos de desvios de forma, sdo provenientes de alteragOes estruturais
pouco relevantes.

Esta classificacdo sugerida por Blom (1973) destaca que o tipo de alteracdo
morfoldgica sempre determina a sua origem e seu efeito na fertilidade, e consequentemente,
facilita a tomada de decisdo para a correcéo e prevengdo da causa.

Para esta avaliacdo morfoldgica os espermatozoides devem ser preparados através de
esfregacos corados ou Umidos com contagem de células em microscopia de fase ou
interferéncia diferencial. Os espermatozoides s&o translicidos em campo claro, sendo
necessario confeccionar esfregaco corado para visualizagdo microscopica, a técnica de
preparacdo Umida € a mais indicada em avaliagdes convencionais devido a sua praticidade e
eficiéncia (BARTH, 2000; CBRA, 2013).

Para realizar a contagem das células com alteracbes morfologicas, € preconizada a
contagem de 200 células individuais e apenas um defeito por célula que se encontra com
alteracdo morfoldgica e, caso haja células com duas ou mais alteragdes, o registro deve
ocorrer de acordo com a prioridade, ou seja, sempre preconizando os defeitos maiores em
relacdo aos menores e se, além disso, houver células com duas alteracées morfologicas de
mesma classificacdo, € dada prioridade aqueles defeitos de maior frequéncia (FRENEAU,
2011; CBRA, 2013).

Todas as células contadas devem ser classificadas com seus devidos defeitos
morfologicos (maiores e menores), de acordo com as alteracbes de forma e estrutura
encontrada (BLOM, 1973; CBRA, 2013).

De acordo com o Manual para Exame Androlégico e Avaliacdo de Sémen Animal, do
Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (2013), animais com indice de anormalidades
espermaticas acima de 30% em bovinos e equino e de 20% em ovinos e suinos ndo sdo
recomendados para procedimentos de inseminacdo artificial ou monta natural, podendo
comprometer a fertilidade e eficiéncia reprodutiva. A inexisténcia de tais parametros para
peixes, a porcentagem aceitavel de patologias para peixes ainda ndo foi determinada.

Segundo Arruda et al. (2011) resultados morfolégicos com alta porcentagem de

espermatozoides anormais pode interferir na fertilidade dos animais. Apesar de ser uma
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técnica eficaz, esta ndo pode ser usada como ferramenta para mensurar a funcionalidade da
celula.

A avaliacdo espermatica de tambaqui ao longo da estacdo reprodutiva demonstrou que
as anomalias observadas por Galo (2013) sdo principalmente defeitos morfolégicos primarios
que estdo relacionados aos processos de envelhecimento e renovagdo celular dos
espermatozoides dos peixes coletados no final da estacdo reprodutiva, devido ao longo
periodo de estocagem de gametas no interior das gdnadas. Em contrapartida, os melhores
resultados foram observados nos animais que tiveram sua coleta realizada entre os meses de
novembro e dezembro, periodo inicial de espermiacéo. Estas alteracfes morfologicas podem
comprometer o desempenho reprodutivo destes peixes, evidenciando o momento ideal para

coleta e manejo reprodutivo da espécie.

2.2.8 Proteinas do plasma seminal

O plasma seminal de peixes é conceituado por fornecer um oOtimo ambiente de
estocagem de espermatozoides e, diferentemente da morfologia da maioria dos mamiferos, as
glandulas acessdrias sdo ausentes nos peixes e, por esta razdo, a composicdo do plasma
seminal ndo sofre alteracdo pela participacdo variavel destas glandulas acessorias, tendo
apenas influencia do ducto testicular e espermatico (LAHNSTEINER et al., 1993, 1995;
LAHNSTEINER, 2003; CIERESZKO, 2008).

Em peixes teleGsteos, as proteinas sdo 0s principais compostos organicos do plasma
seminal, com concentragdes variando de 100 a 300 mg/100 mL de fluido seminal (LOIR et
al., 1990; LAHNSTEINER et al., 1998, 2004; CIERESZKO et al., 2017), porém, as funcdes
destas proteinas seminais ainda sdo pouco conhecidas (KOWALSKI et al., 2003). Lahnsteiner
et al. (2004) mostraram que 0os componentes do palmas seminal atuam em diferentes maneiras
na fisiologia seminal.

Além da composicao rica em proteinas, o plasma seminal de peixes contém enzimas
catabdlicas que atuam no processo de eliminacdo de células espermaticas envelhecidas
(LAHNSTEINER et al., 2004), além de servir de fonte energética e protecdo antioxidante e
contra ataques proteoliticos da motilidade e viabilidade espermatica (CIERESZKO et al.,
2017).

No grupo proteico encontrado no plasma seminal que é responsavel pela protecdo
espermatica, algumas proteinas ja foram identificados como as lipoproteinas (LOIR et al.,

1990), apolipoproteinas (NYNCA et al.,, 2010), transferrinas e alfa-antiproteinases
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(WOJTCZAK et al., 2005, 2007a,b), sugerindo forte relacdo de sua funcdo protetora aos
espermatozoides por essas proteinas de fase aguda (CIERESZKO et al., 2017).

Em estudo com tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) ficou demonstrado que seu
plasma seminal contém um grande nimero de glicoproteinas denominadas SPP120 (seminal
plasma glycoprotein 120), um homopolimero com acdo imobilizadora sobre os
espermatozoides (MOCHIDA et al., 2002).

Campos et al. (2010) identificaram 14 bandas proteicas de pesos moleculares variando
de 217,1 kDa a 7,1 kDa, em sémen de jundid com uso da técnica de eletroforese, e apds
analises das bandas proteicas chegaram a conclusdo as proteinas plasmaticas com peso
molecular de 38,3 kDa estavam associadas a baixa motilidade espermatica, uma vez que sua
presenca ocorreu em 91,4% dos peixes que apresentaram motilidade abaixo de 80% no teste
andrologico.

Estudos de protedmica de plasma seminal de truta arco-iris Oncorhynchus mykiss
(NYNCA et al, 2014) e carpa comum Cyprinus carpio (DIETRICH et al., 2014) por
eletroforese unidimensional e cromatografia liquida, possibilitou a criacdo de uma lista ampla
de proteinas encontradas no plasma seminal de peixes, com a identificacdo de 152 proteinas
em truta arco-iris e 186 proteinas em carpa comum.

Uma correlacdo entre a composicao das proteinas encontradas pela caracterizacdo do
plasma seminal de truta arco-iris (NYNCA et al., 2014) e carpa (DIETRICH et al., 2014),
sugere a existéncia de mecanismos de defesa no sémen de peixes teledsteos. Embora as
proteinas sejam individuais e mesmo sendo do mesmo grupo, parecem atuar de forma
diferente e, certas proteinas mostraram ser espéecie especifica, como as do tipo precerebelina
em trutas arco-iris (CIERESZKO et al., 2017).

O grupo proteico identificado em plasma seminal de carpa por Dietrich et al. (2014),
mostrou que 62% destas proteinas estavam relacionadas com processos metabolicos como: o
ciclo do acido tricarboxilico, metabolismo dos aminoacidos, processo oxidativo dos acidos
graxos, respiracdo metabodlica, glicose e gluconeogénese, correlacionando a maioria desses
processos enzimaticos com a producdo energética de ATP e, consequentemente, com a
motilidade espermatica, uma vez que caracterizam como sendo um pré-requisito para o
movimento espermatico.

Usando a eletroforese unidimensional em jumentos pré-plberes e puberes da raca
Péga, Abreu (2016) detectou uma média de 24 bandas proteicas em jumentos pré-paberes e 22
bandas em puberes, com predominancia de bandas proteicas com peso molecular de 66 kDa,

semelhantes ao peso molecular da albumina.
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Os principais componentes proteicos do plasma seminal de bovinos sdo as proteinas
designadas BSP, como BSP-Al, BSP-A2, BSPA3 (15a 17 kDa) e BSP-30 (28 a 30 kDa)
secretadas pela vesicula seminal e relacionadas com a capacitacdo espermatica. Esse grupo
corresponde de 50% a 65% do total de proteinas do plasma seminal bovino e estdo
estritamente relacionadas com a fertilidade nesta espécie (MANJUNATH, 1984; THERIEN et
al., 1998).

Em estudo de protedbmica, Druart at al. (2013) identificaram ao todo 302 proteinas do
plasma seminal de carneiro, touro, cabra, cervideo, camelo, cavalo e alpaca, sendo que as
proteinas pertencentes ao grupo BSP (Binder of Sperm Protein: Nucleobindinl e RSVP14)
foram identificadas em todas as espécies.

A caracterizacdo das proteinas do plasma seminal de peixes pela eletroforese
unidimensional, que permite separar as proteinas pelo seu ponto isoelétrico, pode servir para
indicar quais proteinas seriam Uteis como potenciais marcadores bioquimicos, podendo ser
associados com fatores ligados a fertilidade, congelabilidade do sémen e identificacdo de
animais com melhor desempenho reprodutivo em diversas épocas do ano (DRUART et al.,
2013; GALO, 2013; CIERESZKO et al., 2017).

3 CONSIDERACOES

A caracterizacdo de aspectos reprodutivos do tambaqui com base em suas diferentes
vertentes possibilitaria a evolucdo de estratégias de manejo e nutricionais para elevar a
qualidade seminal e fertilidade de machos.

Aspectos intrinsecos ao sémen: motilidade espermatica (em percentual), vigor (escala
sugestiva 0 a 5), volume (mL/kg de peso vivo), concentracdo espermatica (numero de
espermatozoides/mL de sémen), viabilidade espermatica (percentual de espermatozoides
lesionados e integros), morfologia (tipos e percentuais de defeitos nos espermatozoides),
somados a qualidade do sémen com base em analise protedmica de sua composicdo.
Mostram-se como ferramentas essenciais para estudos reprodutivos com tambaqui e demais
espécies nativas de importancia econdmica para a aquicultura brasileira.

Uma percepcao de que seja provavel existir correlacdo entre o manejo nutricional e a
fertilidade, com a proposicédo de linhas de estudado para ajustar as dietas a fim de melhorar a
qualidade do sémen.

A elevacdo da qualidade seminal dos machos, juntamente com os avangos de

desempenho zootécnicos proporcionado por programas de melhoramento genético na espécie,
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possibilitardo o desenvolvimento de uma cadeia de criopreservagdo de sémen de tambaqui e
outras espécies aquicolas. A economia em infraestrutura, mdo de obra e insumos para a
manutenc¢do de plantéis machos por piscicultores que trabalham produzindo alevinos poderia
ser revertida em ganhos de area para elevar a producdo e manutencdo de plantel de fémeas.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the methodology of the sperm viability test of
two males of tambaqui (Colossoma macropomum, Curvier 1818), six males of pacu-caranha
(Piaractus mesopotamicus), fifteen males of tilapia (Tilapia rendalli) and eight males of
tambaqui (Colossoma macropomum, Curvier 1818), with material collected on three different
dates and differents methodologies. It was evidenced that after modification of the procedure
without the need to preheat the dye solution in a 37 © C water bath and the use of the hotplate
for the slides, there was low damage and better evidence of the sperm cells. It has also been
shown that this sperm viability test can be used as an aid to confirm sperm motility in this
species. These changes in the methodology are shown to be effective in determining the
reproductive quality of these animals, and these procedures may be used in daily routine in

piscicultures and future andrological research.

Keywords: fish, live stain, membrane integrity, morphology.
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A qualidade seminal de peixes sofre influencia de fatores fisioldgicos, nutricionais,
sazonais, estimulo para reproducdo (natural ou induzida) e da idade do reprodutor,
necessitando da utilizacdo de metodologias capazes de garantir a eficacia desse sémen antes
que seja utilizado (ZANIBONI-FILHO; BALDISSEROTTO, 2015).

O uso de parametros reprodutivos, como a viabilidade espermatica, sdo ferramentas
importantes para avaliar a variacdo na qualidade espermatica de peixes (MARIA et al., 2011)
que sofreram alteracOes estruturais nos espermatozoides (EMERICK et al., 2011).

Os espermatozoides sdo transllicidos e quase invisiveis quando visualizados em
microscopia comum de campo brilhante, tornando dificil a avaliagdo do contorno celular,
sendo necesséria a coloracdo desses espermatozoides com corante vital e com contraste de
fundo escuro para destacar as células que deseja avaliar (BARTH & OKO, 1989; BARTH,
2000), e assim proporcionar maior praticidade na qualificagdo desse material e promover bons
indices reprodutivos.

O método de coloracdo espermatica a base de eosina-nigrosina (BARTH & OKO,
1989) tem se mostrado eficaz para determinar a viabilidade de espermatozoides (vivos, ndo
corados) ou inviaveis (mortos, corados em rosa). O teste se baseia na possivel falha na
permeabilidade de membrana e passagem de ions para dentro da célula, facilitando a
penetracdo da eosina nas células danificadas, enquanto a nigrosina promove 0 contraste de
fundo escuro facilitando a visualizacdo das mesmas (BARTH, 2000; MARIA et al., 2011;
CBRA, 2013; ZANIBONI-FILHO, BALDISSEROTTO, 2015).

Embora esse teste seja realizado rotineiramente, a viabilidade espermatica €
conceituada pela capacidade locomotiva dos espermatozoides e de fertilizacdo dos ovocitos.
A viabilidade espermatica & preconizada para simplesmente indicar a integridade das
membranas dos espermatozoides, pois 0s que apresentam membrana intacta (ndo corado) no
teste pode ter sua viabilidade limitada por outros fatores (RURANGWA et al., 2004), ndo
excluindo a necessidade de utilizacdo de outros parametros reprodutivos, como motilidade,
vigor, concentracdo e morfologia espermatica.

Mesmo que ndo existam avaliacbes e parametros espermaticos bem definidos para
peixes, 0 Manual para Exame Androlégico e Avaliacdo de Sémen Animal (CBRA, 2013)
recomenda que ap6s a homogeneizacdo do sémen com a solucdo corante, estes devem
permanecer em banho-Maria a 37 °C por cerca de 60 segundos. Os esfregacos confeccionados
devem ser delgados e feitos em laminas previamente aquecidas a 37 °C em placas
aquecedoras.

As amostras de sémen foram coletas de machos de tambaqui (Colossoma
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macropomum), pacu (Piaractus mesopotamicus) e tilpia (Oreochromis niloticus). Dois
machos de tambaqui tinham dois anos de idade, comprimento total médio de 50 cm e peso
médio de 3,0 kg, os quais ndo foram estimulados para reproducdo com aplicacdo de
hormonios indutores e estavam sendo mantidos em viveiros escavados na Piscicultura
Carajés, localizada em Estreito/MA, com amostras coletadas dia 01/julho-2016. Seis
machos de pacu com trés anos de idade, comprimento total de 60 cm e peso 4,2 kg, também
mantidos na Piscicultura Carajas, ndo foram estimulados para reproducdo com aplicacdo de
horménios indutores e tiveram amostras coletadas dia 01/julho-2016.

Amostras de sémen também foram coletadas de 15 machos de til&pia (Oreochromis
niloticus) com 1 a 2 anos de idade e peso entre 0,7 a 1,5 kg, ndo estimulados para
reproducdo com aplicacdo de hormdnios indutores, pertencentes ao Laboratério de
Morfologia e Bioquimica de Peixes Neotropicais (LMBPN) da Escola de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal do Tocantins, e amostras coletadas dia
26/julho-2016.

Além do sémen de oito machos de tambaqui estimulados para reproducdo com
aplicacdo de extrato bruto de hipofise de carpa (EBH, a 0,5 mg/kg), os quais tinham 2,5
anos de idade e peso médio de 4,1 kg, mantidos na aquicultura Fazenda S&o Paulo,
localizada no municipio de Brejinho de Nazaré/TO, com coleta de amostras realizada dia
30/janeiro-2017.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal da
Universidade Federal do Tocantins (protocolo de nimero 23101.001692/2015-65).

Na primeira coleta, com exemplares de tambaqui (n=2) e pacu (n=6), foi realizada a
metodologia de coloracdo conforme preconizada pelo CBRA (2013). Entretanto, quando as
laminas e solucdo de eosina-nigrosina foram previamente aquecidas a 37 °C observou-se
interferéncia na visualizacao e danos nas células espermaticas, alterando os resultados.

Na segunda coleta, com exemplares de tilapia (n=15), apds confirmacdo da motilidade
em microscépio de luz, foram pipetados 10 pL de sémen e 10 pL do corante eosina-nigrosina
(BARTH & OKO, 1989) em uma lamina microscopica, homogeneizando-os e logo em
seguida, foi confeccionado um esfregaco, deixando secar em temperatura ambiente (adaptado
de CBRA, 2013). Todo o procedimento foi realizado em menos de um minuto, seguido da
leitura das laminas e contagem de 200 células em microscopio de luz em objetiva de imersao.

A execucdo da metodologia com as adaptacdes descritas anteriormente, possibilitou

maior evidéncia das células espermaticas e menos danos as mesmas. A maior eficiéncia da
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metodologia adaptada foi confirmada na analise de amostras de sémen de tambaquis (n=8) na
coleta realizada do dia 30/janeiro-2017, como visualizado a seguir (Figura 1).

Figura 1 - Esfregago espermatico de tambaqui (C.
macropomum) corado com eosina-nigrosina: campo de leitura
da lamina corada em microscopio de luz sob 6leo de imersdo.
As setas demonstram as células mortas (invidveis) coradas em
rosa, enquanto as células vivas (viaveis) ndo sdo coradas.

Fonte: Arquivo pessoal.

A membrana plasmatica destas células funciona como uma barreira entre 0s meios
intra e extracelular, controlando a entrada e saida de ions e &gua, e neste caso, a entrada da
eosina (FAUVEL et al., 2010).

Em sistema de cultivo, Izel et al. (2014) destacam que 0s tambaquis apresentam
desenvolvimento favoravel em aguas com temperaturas em torno de 27 °C a 30 °C. Desta
forma, o tempo necessario para homogeneizacdo do sémen com o corante, acrescido do tempo
de aquecimento e temperatura do banho-Maria (37 °C), conforme a metodologia executada e
preconizada pelo CBRA (2013) para sémen de mamiferos, foi superior a temperatura 6tima da
agua do tanque (28 °C). Esta elevacdo na temperatura (superior a 30 °C) pode ter interferido
na permeabilidade das membranas, causando a maior entrada de eosina e 4gua para dentro das
células, ocasionando as alteracbes de membrana que comprometeram os resultados
observados nas amostras de tambaqui e pacu preparadas e avaliadas na primeira fase.

Os resultados obtidos na ultima amostragem usando a metodologia ajustada, com
espécimes na estacdo reprodutiva e que receberam inducdo hormonal, foi percebido melhora
na qualidade seminal, como podem ser observacfes sumarizadas a seguir (Tabela 1) para a
média de viabilidade espermatica encontradas nas leituras das laminas coradas com eosina-

nigrosina.
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Tabela 1 - Viabilidade espermatica mensurada pela avaliagdo em microscopia de luz e teste de eosina-nigrosina
pelo método adaptado de preparo sem aquecimento em sémen fresco de machos de tambaqui.

Parametro Média (n=8) Minimo Maximo

Viabilidade espermatica (percentual de 84,5+ 4,5% 79,0% 91,5%
espermatozoides vivos)

Nota: Dados trabalhados pelo autor.

Os valores médios encontrados (84,5%) estdo acima do limite minimo de aceitagdo,
onde apenas resultados iguais ou superiores a 70% sdo considerados viaveis para a
reproducdo, ndo prejudicando a fertilidade dos animais (MARIA et al., 2011; CBRA, 2013).
No entanto, devido a subjetividade desse pardmetro e por ndo existir valores estabelecidos,
essa classificacdo pode sofrer alteragdes entre pesquisadores.

Além de possibilitar avaliar a viabilidade espermatica através da deteccdo das
membranas intactas (viaveis), a coloracdo a base de eosina-nigrosina pode servir também para
auxiliar na avaliacdo da motilidade espermatica, uma vez que estdo diretamente interligadas
(BARTH, 2000), como demonstrado a seguir (Tabela 2).

Tabela 2 - Motilidade e viabilidade espermatica mensurada pela avaliacdo em microscopia de luz e teste de
eosina-nigrosina, em sémen fresco de machos de tambaqui.

. Viabilidade espermética Viabi!idade
. Motilidade : espermatica (% de
Peixe (% de espermatozoides )
(%) . ~ espermatozoides mortos
vivos ndo corados)
corados)
Macho 01 75 87,5 12,5
Macho 02 75 82,5 17,5
Macho 03 75 85,0 15,0
Macho 04 80 91,5 8,5
Macho 05 80 89,0 11,0
Macho 06 80 80,0 20,0
Macho 07 80 81,5 18,5
Macho 08 85 79,0 21,0
Média 78,8+ 35 84,5+45 155+45

Nota: Dados trabalhados pelo autor.

A associacdo entre as duas técnicas comprova a maior eficiéncia para determinar a
qualidade espermatica em peixes, mostrando ser uma ferramenta adicional nos procedimentos
de rotina, a fim de assegurar a capacidade fertilizante do sémen dos machos reprodutores que
serdo utilizados rotineiramente nas matrizes ou destinados a programas de melhoramento e

criopreservacdo para conservacao ex situ em bancos de germoplasma de espécies aquicolas.
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Conclui-se que as alteragdes na metodologia proporcionaram impacto positivo na
acurédcia de mensuracdo das amostras de sémen de peixes. Devendo essas alteraces serem
incorporadas nos procedimentos de rotinas nas avaliagdes de motilidade e viabilidade
espermaticas de plantéis machos de peixes em pisciculturas ou pesquisas futuras com sémen

de tambaqui.
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RESUMO

Avaliou-se parametros seminais e perfil eletroforético do plasma seminal de oito machos de
tambaqui (Colossoma macropomum, Curvier 1818), induzidos com extrato bruto de hipofise
de carpa (0,5 mg/kg), correlacionando-os como possiveis marcadores de qualidade seminal. O
volume seminal médio foi de 3,31 mL/4,18 + 0,46 kg de peso vivo com prevaléncia de
aspecto leitoso (62,5%), motilidade (78,7%) e vigor (3,5). A concentracdo espermatica média
foi de 12,68 x 10° espermatozoides/mL, a porcentagem média de defeitos menores (5,5%) e
maiores (2,56%). Foi registrada a média 84,5% de células integras através do teste de eosina-
nigrosina. Ao total foram encontradas 26 bandas proteicas com pesos moleculares de 9,87 a
221,93 kDa e picos de intensidades mais frequentes nas bandas com pesos moleculares de
56,94, 52,15, 19,89 kDa. A identificadas destas proteinas, principalmente as de baixo peso
molecular, podem servir como marcadores de qualidade seminal e de fertilidade, além de

auxiliar na selecdo de peixes de elevada fertilidade para criopreservacdo de sémen e
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manutencdo de gametas machos ex situ em programas de conservacdo ou na criacdo do

bancos de germoplasma da espécie.

Palavras-chave: eletroforese unidimensional, peixes, protedmica, sémen.

ABSTRACT

Was evaluated the seminal parameters and the electrophoretic profile of seminal plasma from
eight male tambaqui (C. macropomum, Curvier 1818), induced with pituitary carp extract (0,5
mg/kg), were correlated as possible seminal quality markers. The mean seminal volume was
3.31 mL / 4.18 + 0.46 kg of body weight with prevalence of milky appearance (62.5%),
motility (78.7%) and vigor (3.5). The mean spermatic concentration was 12.68 X
10° spermatozoa / mL, the mean percentage of minor (5.5%) and major (2.56%) defects. A
mean of 84.5% of intact cells were recorded by the eosin-nigrosin stainning. In total, 26
protein bands with molecular weights ranged from 9.87 to 221.93 kDa and peaks of more
frequent intensities were found in bands with molecular weights of 56.94, 52.15, 19.89 kDa.
Identification of these proteins, especially those of low molecular weight, can serve as
markers of seminal and fertility quality, besides assisting in the selection of high fertility fish
for cryopreservation of semen and maintenance of ex situ male gametes in conservation

programs or in the germplasm banks of the species.

Keywords: fish, one-dimensional electrophoresis, proteomics, semen.

INTRODUCAO

Diante de diversos investimentos no setor da pesca e aquicultura no pais, 0 novo
relatorio (Estado Mundial da Pesca e Aquicultura) publicado pela FAO (2016), aponta que o
Brasil tera um crescimento estimado de 104% na producdo aquicola até 2025 na Ameérica
latina, seqguido pelo México e Argentina com 54,2% e 53,9%, respectivamente.

Das espécies de peixes redondo do Brasil, a producdo nacional de tambaqui
(Colossoma macropomum) no ano de 2015 (IBGE, 2016) foi de 135, 9 mil t. A producéo da
regido norte nos ultimos anos mostraram-se favoraveis com producdo total crescente,
passando de 55,7 mil t em 2013 para 106,7 mil t em 2015. Quando comparada a producéo

anual entre as duas espécies lideres do mercado regional, o tambaqui e tilapia (Oreochromis
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niloticus), esta Gltima apresentou producdo nacional de 239,1 mil t contra 137,0 mil t de
tambaqui, evidenciando a importancia econdmica dessas espécies, o favoritismo e qualidade
do produto (IBGE, 2016).

O tambaqui, pertencente a familia Serrasalmidae e ordem Characiformes, é uma
espécie de peixe migradora nativa de dgua doce encontrado na bacia Amazdnica. Apresenta
caracteristicas favoraveis a sua criagdo em cativeiro como rusticidade, facilidade para manejo
e crescimento compensatorio acelerado. Devido a estes fatores inerentes ao cultivo, sua
aceitacdo no mercado e favoritismo vem crescendo nas regiGes norte e nordeste do pais
(KUBITZA, 2004).

A demanda regional, dominio de producéo e reproducdo, disponibilidade de méo de
obra, facilidade de escoamento de producdo regional e nacional fez com que o tambaqui fosse
incluido entre as principais espécies classificadas como prioritarias para pesquisas, e desde
2008 compde as espécies alvo do projeto de melhoramento genético incorporado ao Projeto
AquaBrasil, com objetivo de ofertar linhagens superiores melhoradas geneticamente para
ganho de peso superior, precocidade e eficiéncia reprodutiva e produtiva (MARIA et al.,
2011).

Para a obtencdo de exemplares selecionados e melhorados geneticamente, estudos
reprodutivos (volume, motilidade, concentracdo e morfologia espermatica, integridade de
membrana e, estudos protedmicos) em gametas masculinos sdo fundamentais ao processo
(VIEIRA et al., 2011).

O sémen da maioria dos peixes teledsteos apresenta simplicidade morfologica e de
acordo com Ciereszko et al. (2017) isso é propicio para estudos de protedmica seminal
quando comparados com seres vertebrados superiores.

As proteinas s@o 0s principais componentes de natureza organica do plasma seminal
em peixes teledsteos e sdo encontradas em concentracfes entre 100 a 300 mg/100 mL de
fluido seminal (LAHNSTEINER et al., 2004). As proteinas contidas nos espermatozoides ou
plasma seminal vém sendo referenciadas como possiveis marcadores de fertilidades desses
animais (AQUINO-CORTEZ et al., 2017).

A pesquisa dessas proteinas é baseada na sua separacdo pelo ponto isoelétrico por
eletroforese em gel poliacrilamida unidimensional (SDS-PAGE - Sodium Dodecyl Sulfate
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis), as quais podem ser separadas de acordo com seu peso
molecular (OLIVEIRA et al., 2007; CIERESZKO et al., 2017).
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Os estudos com plasma seminal de peixes nativos do Brasil ainda sdo escassos, mesmo
aos que apresentam importancia e demanda comercial como o tambaqui, pirapitinga, pacu,
pintado, cachara e pirarucu.

A conducdo deste trabalho teve objetivo de avaliar os pardmetros seminais de
tambaqui e caracterizar as proteinas do plasma seminal a fim de associar possiveis indicadores

de qualidade seminal e fertilidade na espécie.

MATERIAL E METODOS

As coletas seminais ocorreram na aquicultura Fazenda S&o Paulo, localizada no
municipio de Brejinho de Nazaré/TO, no dia 30/janeiro-2017. Oito machos de tambaqui com
idade média de 2,5 anos foram utilizados para amostragem de fluido seminal. O presente
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal da Universidade Federal do
Tocantins (protocolo de nimero 23101.001692/2015-65).

Os peixes eram mantidos viveiros escavados de 800 m? (40 m de comprimento por 20
m de largura) com 1,5 m de profundidade. A temperatura da agua na semana da coleta
permaneceu entre 25 °C e 27 °C, a densidade de estocagem era de 0,2 peixe/m?, os quais eram
alimentados com racdo comercial contendo 45% de proteina bruta, todos apresentavam 6timo
estado de saude e estavam em repouso reprodutivo, sendo esta a primeira coleta de sémen
realizada nestes reprodutores.

O estimulo para a reproducdo artificial induzida foi realizado pela aplicacdo de dose
Unica de extrato bruto de hipofise de carpa (EBH a 0,5 mg/kg de peso vivo) por injecdo via
intracelomatica. Com 312 horas-graus ap0s o processo de inducdo, realizou-se a sedacédo
individual dos animais com Eugenol® pré-diluidos em etanol 92,8%, na dosagem de 1.330
mg/L, até o ponto de perda total do equilibro (ventre voltado para cima).

A coleta do sémen ocorreu individualmente e cada macho foi retirado da agua e
envolto com um pano Umido e contido em decubito lateral. A regido urogenital foi lavada
com agua deionizada e seca com papel absorvente visando ndo contaminar a amostra de
sémen com residuos de agua ou urina. A puncdo do sémen foi obtida pela massagem
abdominal no sentido anteroposterior, o ejaculado foi coletado em tubos do tipo falcon de 15
mL para conferir o volume e o0 aspecto do ejaculado (CBRA, 2013). Em seguida o peixe foi
devolvido para o tanque de manutencdo para recuperacao total da anestesia.

As avaliacdes de motilidade progressiva e vigor foram imediatas, 10 ul de sémen in

natura foi depositado em 490 pL de solucdo ativadora (agua do tanque), seguindo a
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metodologia preconizada pelo CBRA (2013). Em seguida, 10 pL da solucéo de sémen ativada
e 10 pL do corante eosina-nigrosina foram depositados e homogeneizados em um flagonete
para confecgédo dos esfregacos, deixando secar em temperatura ambiente para posterior leitura
em laboratério.

Para as avaliacdes posteriores, pipetou-se 10 pL sémen que foi diluido em 490 L de
solucdo de coffin (RODRIGUEZ, 1992) para estimativa da concentracdo espermatica em
laboratdrio realizada em cémara de Neubauer (CBRA, 2013). A analise da morfologia
espermatica foi realizada com preparo de camaras Umidas, depositando-se quantas gotas de
sémen fossem necessarias até aspecto turvo de em 490 pL do diluente de Coffin
(RODRIGUEZ, 1992).

Na obtencdo do plasma seminal, todas as amostras foram centrifugadas durante 10
minutos a 10.500 G, retirando-se o0 sobrenadante e procedendo imediatamente ao
congelamento a -196°C em nitrogénio liquido.

No Laboratério de Morfologia e Bioquimica de Peixes Neotropicais da Escola de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal do Tocantins campus Araguaina,
realizou-se a contagem dos espermatozoides para determinar a concentracdo espermatica
conforme metodologia do CBRA (2013). A lamina corada com eosina-nigrosina foi analisada
sob oOleo de imersdo em microscépio de luz, com contagem de no minimo 200 células e
registro as alteracdes de integridade de membrana, em que os espermatozoides com as células
integras ndo coram, enquanto os inviaveis sdo corados em rosa (BARTH & OKO, 1989;
CBRA, 2013).

A leitura para observacdo das alteracdes morfoldgicas foi feita em microscépio de
contraste de fase com aumento de 1.000x, com a contagem de pelo menos 200 células,
classificando-as com defeitos morfoldgicos do tipo maiores ou menores, segundo Blom
(1973).

A determinacdo do perfil eletroforético foi realizado no Laboratorio de Fisiologia
Animal da Universidade Federal do Ceara campus Fortaleza. Todas as amostras receberam
inibidor de protease e foram submetidas a curva analitica de calibracdo pela reacdo de
Bradford (BRADFORD, 1976). O gel unidimensional (1D) SDS-PAGE foi confeccionado de
acordo com o gel de corrida com malha 12,5%, e o gel de concentragdo com malha 4%. A
estimativa do peso molecular foi realizada com o marcador molecular Amersham ECL
Rainbow Marker - Full Range (GE Healthcare®, Buckinghamshire, UK) com pesos
moleculares de 12 kDa a 225 kDa.
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Os géis foram corados com Solucdo de Azul de Comassie R-250 (Coomassie Brilliant
Blue R-250, GE Healthcare®, USA), overnight. No dia seguinte, os géis foram digitalizados
utilizando o ImageScanner Il (GE Lifesciences, USA) e analisados utilizando o programa
QuantityOne® versédo 4.6.3 (Bio-Rad Laboratories, Inc., Kingston Station, USA).

Os resultados foram submetidos a analise descritiva da presenca das bandas proteicas
do plasma seminal através da deteccdo de massas moleculares encontradas nos géis de
eletroforese e as médias das caracteristicas espermaticas comparadas pela ANOVA ao nivel
de 5% de probabilidade utilizando o software Excel®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os peixes utilizados nesse estudo eram mantidos exclusivamente para a reproducao e
estavam acondicionados em viveiros escavados em baixa densidade (0,2 peixes/m?), por
estarem em baixa densidade e consumindo ragdes com teor proteico (45% PB) acima do ideal
para essa fase de cultivo (28% PB), a deposicéo de gordura foi favorecida (KUBITZA, 2004).
Juvenis de tambaqui geneticamente superiores quando comparados com juvenis de plantéis
comuns, apresentaram ganho de peso e crescimento semelhante, o que pode ser explicado pela
baixa densidade influenciar positivamente o desempenho (BRANDAO et al., 2004). Os
valores encontrados de peso (4,18 *+ 0,46 kg) e comprimento (60,87 + 3,56 cm) s&o
semelhantes aos observados por Vieira et al. (2011) e Pinheiro et al. (2016) nesta especie.

Apesar de o volume seminal (3,31 = 0,92 mL/4,18 + 0,46 kg de peso vivo) ndo ser
alto, este ndo pode ser considerado como volume total, pois 0 volume do ejaculado pode ser
variavel de acordo com a espécie, época do ano, método de coleta e indu¢do hormonal, ndo
existindo um volume minimo e maximo (FERREIRA et al., 2001; VIVEIROS, GODINHO,
2009; CBRA, 2013), podendo variar de 4 a 6 mL/6,12 + 0,41 kg (PINHEIRO et al., 2016) a
12,6 £4,7mL/ 7.0 £ 1.0 kg (MARIA et al., 2011).

Como demonstrado por Viveiros e Godinho (2009), o volume seminal de machos
submetidos a inducdo hormonal sofre um aumento significativo, estando este ligado
diretamente ao peso vivo do exemplar, uma vez que guanto mais pesado, maior serd a dose
hormonal a ser administrada, e consequentemente, maior serd a hidratacdo gonadal e maior o
volume produzido.

Os ejaculados apresentaram aspecto esbranquicado, aspecto cremoso (37,5%) e leitoso
(62,67%). Essas caracteristicas sdo semelhantes as encontradas por Menezes et al. (2008),

Maria et al. (2011) e Pinheiro et al. (2016) para sémen de tambaqui no sémen fresco. As
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quais podem ser usadas como indicativos de caracteristicas do padrdo espermético do
tambaqui.

A motilidade e vigor espermatico sdo parametros reprodutivos que devem ser
utilizados para avaliar a qualidade do sémen de peixes (VIVEIROS, GODINHO, 2009).
Sendo os valores de motilidade (78,75 + 3,53%) e vigor espermatico (3,50 = 0,53)
mensurados neste estudo séo semelhantes aos observados por Menezes et al. (2008) para o
tambaqui. Observacdes realizadas por Maria et al. (2011) apontam motilidade média de
94,5% para peixes estimulados a reproducdo com a aplicacdo de horménio indutor (induzidos)
e 89,1% nos ndo peixes ndo induzidos. As diferencas observadas devem-se a aplicagdo de
duas doses de hormonio indutor (0,25 e 2,50 mg/kg) com intervalos de 8 horas, e coleta
seminal ap6s 330 horas-graus e temperatura da adgua a 27,5 °C, o que corresponde a doses
superiores as aplicadas para este estudo e no estudo realizado por Menezes et al., (2008).

O mecanismo de ativacdo dos espermatozoides em espécies ovuliparas ocorre quando
entram em contato com a agua ou diluente, pois quando estdo armazenados dentro dos
testiculos, estes permanecem inativados (imoveis). A ativacdo é irreversivel e o0s
espermatozoides ativados apresentam mobilidade por periodo muito curto, que varia de
segundos a poucos minutos. Devido as reservas energéticas limitadas que sdo esgotadas
rapidamente (STOSS, 1983).

Fatores relacionados com a contaminagdo da amostra por contato com urina, sangue,
secrecdes, anestésico ou com alteragdes de temperatura inadequada para recep¢do do material
fresco, também influenciam na motilidade dos espermatozoides (BARTH, 2000; PEREIRA et
al., 2016).

O uso de anestésicos para imobilizacdo dos reprodutores promove a diminui¢do no
estresse e facilita 0 manejo na coleta de fluido seminal, mas em situa¢6es quando houver a
contaminacdo de residuos de agua com anestésico no fluido seminal, é provavel influenciar as
taxas de motilidade espermatica. A influéncia negativa do anestésico Eugenol® sobre a
motilidade de tilapia do Nilo foi reportada por Pereira et al. (2016), sendo 91,0% a média de
células moveis em peixes ndo anestesiados, comparado a 81,5% de média de motilidade
espermatica observada em peixes anestesiados para manejo. Esses mesmo autores nao
observaram influéncia da anestesia sobre o volume e tempo de motilidade.

A concentracdo espermatica é outro parametro importante em avaliaces androldgicas
voltadas para reproducdo e producdo, conforme apontado por (VIVEIROS, GODINHO,
2009), uma vez que 0 numero de espermatozoides em espécies de peixes nativos no Brasil

apresentam altos indices de variacdo, e doses hormonais pequenas para estimulo seguidas de
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dose indutoras mais elevadas podem promover maior volume seminal com reducdo da
concentragdo espermatica.

No presente estudo foram observados 12,68 + 2,65 x 10° espermatozoides/mL, valores
dentro dos niveis relatados em outros estudos de 7,9 x 10° a 35 x 10° espermatozoides/mL
((MARIA et al., 2011; MENEZES et al., 2008) para o tambaqui.

As morfologias espermaticas foram classificadas como sugerido por Blom (1973), em
defeitos maiores, quando decorrentes de falhas durante a espermatogénese, patologia
testicular ou epididimaria, que irdo afetar a fertilidade, ou em defeitos menores, quando
provenientes de alteracdes de forma de baixa relevancia, que ndo interfere tanto na fertilidade.

As alteracfes na morfologia espermatica, referentes aos principais defeitos menores
(5,50 + 1,77%), foram quantificadas em cabeca isolada normal (3,42%) e cauda enrolada na
porcdo terminal (4,15%). As alteragdes morfologicas referentes aos defeitos maiores (2,56 +
0,94%), mais frequentes foram gota proximal (2,14%) e cauda fortemente dobrada (3,14% dos
espermatozoides).

Segundo Blom (1973), quanto menor o percentual de alteracbes morfoldgicas
encontradas, melhor sera o desempenho reprodutivo e a fertilidade do reprodutor.

Os valores das alterac6es totais foram inferiores no presente trabalho (8,06 + 2,32%)
quando comparados com valores mensurados em outros estudos: 68,12 £ 1,72% (GALO,
2013) e 15,04 +0,86% (MARIA et al., 2011). Embora ndo existam parametros especificos
para peixes, 0 CBRA (2013) preconiza que animais com anormalidades espermaticas
superiores a 30% (bovinos e equinos) e de 20% (ovinos e suinos), ndo sejam recomendados
para procedimentos de inseminacdo artificial, podendo comprometer a fertilidade. O baixo
porcentual de alteracbes morfoldgicas observados nos reprodutores utilizados para o presente
estudo demonstram que 0s reprodutores apresentavam 6timo estado de salde e qualidade
espermatica, bem como a eficiéncia da equipe no manejo reprodutivo e a eficicia da técnica
utilizada para preparar as amostras.

O método de coloracdo a base de eosina-nigrosina € outro procedimento recomendado
para determinar se o0 ejaculado encontra-se viavel para a reproducdo, sendo o0s
espermatozoides vivos (células viaveis, ndo coradas) ou mortos (células inviaveis, coradas em
rosa). Esse parametro € baseado na possibilidade de haver falha na integridade da membrana
espermatica, o que facilita a passagem de ions para dentro da célula em casos de morte celular
(BARTH, OKO, 1989; MARIA et al., 2011; CBRA, 2013).

Reprodutores com viabilidade espermatica igual ou superior a 70% de células viaveis

s&o considerados viaveis para a reproducao, conforme preconizado por MARIA et al. (2011) e
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CBRA (2013). Neste estudo, todas as amostras apresentaram viabilidade espermatica
aceitavel (84,5 + 4,50%).

A viabilidade espermatica nos reprodutores que receberam duas doses de EBH 0,25 e
2,50 mg /kg foi de 97,5% de células viaveis e os reprodutores ndo induzidos esses indice foi
de 96,8%. Valores inferiores (67,83 £ 17,67%) de viabilidade espermatica foram encontrados
por Murgas et al. (2011) em reprodutores de piracanjuba (Brycon orbignyanus). Essas
informacdes indicam que o método de eosina-nigrosina adaptado tem potencial para uso na
avaliagdo de sémen de peixes.

O perfil eletroforético possibilitou a deteccdo de 26 bandas proteicas, sendo este
estudo o primeiro a descrever essa diversidade de bandas proteicas em plasma seminal de
tambaqui. Essa informagdo suscita a necessidade de estudos sobre a influéncia dessas
proteinas na qualidade seminal da espeécie.

Através da analise do gel unidimensional, ficaram evidenciadas com maior intensidade
as bandas proteicas com pesos moleculares de 56,94 kDa, 52,15 kDa e 19,89 kDa, sendo que

estas bandas foram observadas nas amostras seminais de todos os reprodutores (Fig. 1).

Figura 1 - Eletroforese unidimensional em gel poliacrilamida 12,5%
(corado com Comassie Brilliant Blue R-250) de plasma seminal de
tambaqui. A esquerda da figura estd o marcador molecular (Amersham
ECL Rainbow Marker - Full Range) como referéncia de pesos variando de
12 a 225 kDa. As colunas a direita com as numeracdes (1 a 8) consistem
nas bandas proteicas do plasma seminal de cada reprodutor. As setas
indicam as bandas com picos de maior intensidade.
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Fonte: Arquivo pessoal.
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O gel de eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) mostrou que houve diferenga na
composicdo do plasma seminal pela distribuicdo dos pesos das bandas proteicas entre o0s
reprodutores amostrados, com pesos moleculares variando de 9,87 kDa a 221,93 kDa.

Ao avaliar o plasma seminal de truta arco-iris através da técnica de eletroforese
unidimensional em gel poliacrilamida malha 15%, Asadpour et al. (2013) encontraram nove
bandas proteicas com pesos moleculares variando de 68,12 kDa a 11,74 kDa. Sendo as bandas
com peso molecular 68,12, 60,20 e 54,19 kDa, as encontradas em maior abundancia, sendo
esta Ultima com peso molecular proximo aos encontrados em duas bandas para tambaqui
(52,15 e 56,94 kDa) no presente estudo.

Apesar de os estudos com proteinas do plasma seminal de peixes nativos do Brasil
ainda serem escassos, a associacdo entre a presenca destas proteinas com a fertilidade de
peixes ja foi confirmada para truta arco-iris (LAHNSTEINER et al., 2004), carpa comum
(KOWALSKI et al., 2003), tilapia (MOCHIDA et al., 2002) e tambaqui (GALO, 2013).

A associacdo da técnica de protebmica shotgun por eletroforese unidimensional e
cromatografia liquida permitiu a identificacdo de 152 proteinas em trutas arco-iris (NYNCA
et al. 2014) com predominancia das proteinas transferrinas (75 kDa), apolipoproteinas A-I11
(16 kDa) e alpha-1-antiproteinases (48 kDa), e de 186 proteinas em carpa comum
(DIETRICH et al. 2014), possibilitando a criagdo de um amplo banco de dados de proteinas.
Bandas com proteinas com pesos moleculares 15,79 kDa e 47,32 kDa foram encontradas em
87,5% dos machos de tambaqui amostrados nesse estudo. Tais valores de peso molecular, se
aproximados talvez possam corresponder as apolipoproteinas A-Il e alpha-1-antiproteinases,
desempenhando fungdes relacionadas ao recurso energético do sémen, manutencdo da
membrana espermatica, garantia da integridade de membrana, acdo antioxidante,
antimicrobiana e proteolitica.

A descoberta destas proteinas como principais componentes do plasma seminal sugere
fortemente que a protecdo espermatica em peixes € exercida por estas proteinas de fase aguda
(acute phase proteins - APPs) (CIERESZKO et al., 2017).

Esta proteinas sdo caracterizadas por serem multifuncionais, como por exemplo, a
transferrina atua no transporte de ferro, na acdo antioxidante, antimicrobiana e protecao contra
fons de cadmio. As proteinas do grupo das apolipoproteinas, encontradas no plasma seminal
da carpa, pode também estar relacionadas aos recursos da energia espermatica e a manutencao
da composicdo especifica da membrana dos espermatozoides para garantir sua integridade de
membrana (CIERESZKO et al., 2017).



50

Em peixes, proteinas com peso molecular inferior a 50 kDa foram associadas também
com a qualidade espermética. Lahnsteiner et al. (2004) relataram que a adi¢do de proteinas do
plasma seminal (PPS) de peso molecular inferior a 50 kDa no meio diluidor, maiores taxas de
motilidade espermatica foram observadas para truta arco-iris. Fato semelhante relatado por
Galo (2013) que associou as proteinas de 12, 25, 29, 34, 44 e 50 kDa com efeitos positivos
com a motilidade progressiva em sémen de tambaqui pds-descongelamento.

A identificacdo de 14 bandas proteicas por Campos et al. (2010) em sémen de jundia,
possibilitou correlacionar que proteinas com pesos moleculares de 38,3 kDa encontradas nas
amostras de 91,4% dos reprodutores que apresentaram motilidade espermatica inferior a 80%.
Proteinas com pesos moleculares inferiores a 50 kDa, variando entre 36,22 e 37,72 kDa,
também foram detectadas no presente estudo, indicando haver relacdo com a motilidade e
outros parametros espermaticos e processos fisioldgicos reprodutivos.

Assim como podem ocorrer alteracdes nos parametros espermaticos de peixes em
sistema de cultivo por decorréncia da época do ano (GALO, 2013), repouso reprodutivo
(LAHNSTEINER et al., 2004) ou manejo (BARTH, 2000), os perfis proteicos do plasma
seminal dos peixes também sofrem acdo direta de outros fatores (intrinsecos e extrinsecos),
alterando sua composicao proteica e sua funcdo no metabolismo (CIERESZKO et al., 2017).

Os avancos da protedmica em plasma seminal de peixes, desde a deteccdo das bandas
em associacdo com indices reprodutivos sdo importantes para a pesquisa e o setor produtivo,
possibilitando avancos consistentes relacionados aos programas de melhoramento genético e
manutencdo de germoplasma de espécies aquicolas.

Estas proteinas poderdo ser utilizadas como indicadores de qualidade seminal e de
fertilidade, auxiliando em programas de biotecnologias aplicadas a reproducdo e fertilidade
nesta espécie. As descobertas do presente estudo sdo essenciais para criacdo de um banco de
dados de proteinas do plasma seminal de peixes nativos neotropicais, que servird de suporte
na escolha de reprodutores aptos para a reproducdo e garantia da sanidade animal, além de

auxiliar nos programas de conservacao e recuperacdo de espécies ameacas de extincao.

CONCLUSAO

O plasma seminal de tambaqui expressa uma ampla diversidade de bandas proteicas,
com maior expressividade em 19,9, 52,1 e 56,9 kDa, as quais ap0s identificadas, poderdo ser

associadas com inumeros fatores fisioldgicos e bioquimicos relacionados a reproducdo.
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