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Resumo

Diante da importancia do Arapaima gigas para a producdo aquicola aliada a lacuna de
conhecimentos sobre a qualidade de gametas da espécie, o objetivo foi avaliar suas
caracteristicas espermaticas e realizar a padronizagdo da configuracao do plugin CASA
(Computer Assisted Sperm Analysis) do software Image] para avaliacdo da cinética
espermatica. Neste sentido, 21 machos de pirarucu com massa de 38,60 = 11,50 kg e um
comprimento de 1,55 + 0,13 m tiveram amostras coletadas. Para a coleta do sémen, adotou-
se o procedimento de esvaziar a bexiga urindria com auxilio de uma sonda uretral. Em
seguida, travou-se o canal urindrio com uma sonda Foley. O sémen coletado foi utilizado
para avaliacdo dos normalidade espermatica (48,9+15,4 % de normais), concentraciao
(5,63+1,0 x 10 spzmL™') e integridade da membrana espermatica (59,1£10,9 % de
integros). Realizou-se também a ativacdo espermadtica e a captura de videos (100 fps) de
movimentacdo para caracterizar a cinética espermatica (CASA/Imagel). Para isso,
determinou-se os valores minimos das velocidades em linha reta (VSL), média de
deslocamento (VAP) e curvilinear (VCL) para caracterizar células como moveis. Verificou-
se que a combinagdo dos valores de VSL=10 pm.s'; VAP=15 pm.s! ¢ VCL= 40 pm.s’!
permitiu considerar as células como moveis de forma mais coerente em comparagao com
avaliagdo visual. Além disso, células espermaticas de 4. gigas podem ser definidas em
rapidas quando apresentam VCL> 238 um.s™!, intermediarias entre 131 e 237 um.s!, lentas

entre 41 e 131 e um.s™! e estaticas abaixo de 41 um.s™.

Palavras-chave: CASA, sémen, reproducao, pirarucu, motilidade.



ABSTRACT

Given the importance of Arapaima gigas in aquaculture production and the existing gap
of knowledge regarding gamete quality, this study aimed to evaluate its sperm
characteristics and to standardize the configuration of CASA (Computer Assisted Sperm
Analysis) plugin in the ImageJ software for assessing sperm kinetics. Semen samples
were collected from 21 males weighing 38.60 + 11.50 kg and measuring 1.55+0.13 m in
length. For semen collection, the urinary bladder was first emptied using a urethral
catheter, followed by the insertion of a Foley catheter to block the urinary canal. The
collected semen was used to evaluate normal sperm morphology (48.9 + 15.4 % normal),
sperm concentration (5.63 = 1.0 x 10'° spz.mL"), and membrane integrity (59.1 + 10.9 %
intact). Sperm activation and video capture (100 fps) were performed to characterize
sperm kinetics using CASA/ImageJ. Minimum velocity thresholds for straight-line
(VSL), average path (VAP), and curvilinear (VCL) velocities were established to classify
motile cells. The combination of VSL = 10 um.s™!, VAP = 15 pm.s™, and VCL = 40 um
s”! provided the most accurate identification of motile cells. Moreover, sperm cells of 4.
gigas can be classified as fast when VCL > 238 um s’!, intermediate between 131-237

pum s, slow between 41-131 um.s™!, and static below 41 pm.s.

Keywords: CASA, semen, reproduction, pirarucu, motility.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspecto gerais sobre Arapaima

Arapaima gigas pertence aum clado de teledsteos primitivos que inclui também o
Heterotis niloticus, ambos caracterizados pela capacidade de realizar respiragdo aérea
(Nelson et al., 2016). O pirarucu ¢ considerado o maior peixe de agua doce com escamas,
podendo atingir mais de 3,5 m e 250 kg (Nunez et al, 2018). O pirarucu adulto tem um
corpo cilindrico e comprimido sendo gradualmente achatado lateralmente na nadadeira
dorsal até a caudal, tem a cabega achatada na regiao dos olhos e possui uma relagao de
10% com o corpo (comprimento total) (Silva et al., 2016). Pode ser encontrado na bacia
Amazonica no Brasil, Peru, Equador e Colombia, também teve sua introducdo em outros

paises como Tailandia e Malasia (Da Costa Amaral et al., 2020).

O pirarucu tem boas caracteristicas ao seu favor, grande potencial para piscicultura
devido a sua rusticidade, respiragdo aérea obrigatdria, rapido crescimento, alcangando 7
kg a 10 kg em um ano e auséncia de espinhas em sua carne contribui para o alto valor de
mercado (Rebelatto Junior et al., 2015). O rendimento de filé¢ pode chegar a 50% (Fogaca
etal., 2011; Rodrigues et al., 2015), suporta altas densidades de estocagem (Cavero et al.,
2003; Brandao et al., 2006; Rodrigues et al., 2015). Em condig¢des de cativeiro o pirarucu
apresenta tolerancia ao aumento da concentracdo de amdnia até 25 mg/L, com 100% de

sobrevivéncia (Silva et al., 2016).

Contudo, apesar do seu grande potencial, entraves reprodutivos limitam sua
produgdo em larga escala (Lima et al., 2015). Além disso, a limitagcdo de disponibilidade
de formas jovens € um dos principais fatores limitantes da expansdo do setor aquicola, o
que, por sua vez, também aumenta a pressdo sobre os estoques naturais (Torati et al.,
2017). Lima (2018) reforca que a producdo ¢ limitada pela baixa disponibilidade de

juvenis e alto custo, uma vez que informacgdes sobre sua biologia reprodutiva sao escassas.

Na maioria dos teledsteos, as gonadas de machos e fémeas sdo oOrgdos pares,
alongados, envoltos por uma cépsula de tecido conjuntivo fibroso, localizado dorsalmente
na cavidade celomadtica (Koulish et al., 2002; Souto et al., 2017). Assim como outros
osteoglossideos, em A. gigas, somente a gobnada esquerda ¢ funcional (Torati et al., 2024).
O testiculo do pirarucu durante o periodo reprodutivo ¢ alongado, com didmetro méximo

de 1-1,5cm e esté situado proximo a bexiga natatéria (Godinho et al., 2005).
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Torati et al. (2024) relata a primeira coleta com sucesso de sémen in vivo desta
espécie sem estimulagao hormonal, e descreve o sémen como sendo translucido e viscoso.
O mesmo autor em estudo pioneiro descreve o espermatozoide do pirarucu como sendo
uma célula biflagelada composta por uma cabega esférica, uma regido de peca
intermediaria curta e dois flagelos. Esta caracteristica esta fortemente relacionada com a
duracdo da motilidade (Yao et al., 1999). O esperma biflagelado ¢ relativamente
incomum, ja foi observado em 31 espécies de peixes de sete ordens (Montgomerie et al.,
2009). Torati (2024) ressalta a falta de informagdes sobre os aspectos gerais das
caracteristicas do sémen na espécie, o que dificulta o desenvolvimento de biotecnologias,
como criopreservagdo de sémen, necessaria para garantir a producao continua de formas
jovens e, assim, controlar sua produgdo em cativeiro. A ordem Osteoglossiformes se
destaca por oferecer uma boa oportunidade para investigar a relacdo entre competicao
espermatica e morfologia, por incluir espermatozoides monoflagelados, biflagelados e

aflagelados (Koenig et al., 2021).

A presenca de espermatozoides biflagelados no pirarucu representa uma condig@o
incomum entre os peixes teledsteos, este fator o torna um modelo espermatoldgico
relevante para o estudo das relagdes entre morfologia espermatica e padrdes de

motilidade.
1.2 Caracteristica Seminal

Os espermatozoides de 4. gigas apresentam morfologia biflagelada, uma condicao
rara entre teledsteos que pode exercer influéncia direta sobre padrdes de motilidade e
desempenho cinético. A presenga de dois flagelos tende a alterar a dindmica de propulsao
celular, configurando uma adaptacdo estrutural relevante para a compreensdo da

diversidade funcional dos espermatozoides em peixes.

A qualidade espermatica tem grande importancia no processo de reproducdo
artificial, refletindo diretamente no sucesso da fertilizacdo (Figueroa et al., 2016; Costa
et al., 2022). Nos machos, a quantidade do s€émen (volume e concentragdo) e a qualidade
(motilidade, pH do plasma seminal, composicio e estabilidade da membrana, e
integridade do DNA) podem determinar a capacidade de fertilizagdo e o sucesso
reprodutivo (Kowalski et al., 2019). O conhecimento desses parametros permite avaliar a
qualidade do sémen coletado e, assim otimizar sua utilizagdo no processo de fertilizagdao

artificial (Murgas et al., 2011).
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A obtencdo do sémen de machos maduros pode ser feita através do método de
suc¢ao com seringa ou espermiagdo direta, que consiste, basicamente, em “espremer’” ou
massagear o abdome do peixe, no sentido cranio-caudal (Mendes et al., 2023). O volume
total do sémen e a concentracao de espermatozoides mostram diferengas entre espécies
e dentro de individuos de mesma espécie, representando variagdes inter e intraespecificas
(Kowalski et al., 2019). A concentracdo de espermatozoides ¢ definida como ntimero de
espermatozoides/mL (Viveiros et al., 2009), geralmente ¢ avaliada através da contagem

de espermatozoides em camara hermatimétrica de Neubauer (Santos, 2022).

Os espermatozoides permanecem imoveis quando ainda nos testiculos dos peixes
(Cosson, 2010). As estimativas da taxa de motilidade sdo avaliadas observando-se a
movimentagdo dos espermatozoides imediatamente apos a introdugdo de uma solugao
ativadora, pois o tempo de motilidade geralmente é curto (Santos, 2022). Sdo muitos os
meios de ativacdo utilizados para induzir a motilidade e avaliacdo do s€émen fresco em
peixes, sendo um dos mais comuns a agua destilada (Viveiros et al., 2009). Em geral,
sémen de alta qualidade deve apresentar motilidade dos espermatozoides acima de 80%,
entretanto, os valores desse pardmetro podem ser menores e podem diferir

significativamente entre individuos e entre espécie (Kowalski et al., 2019).

Em nivel subcelular, a qualidade do sémen pode ser avaliada pela integridade da
membrana plasmatica dos espermatozoides (Fauvel et al., 2010). A integridade da
membrana espermatica € essencial para a motilidade dos espermatozoides influenciando
diretamente sua capacidade de alcancar e fertilizar os oocitos (Spica, 2025). A integridade
da membrana tem sido estudada pela avaliagdo da capacidade de penetragdo diferencial
de corantes, como eosina/nigrosina (Fauvel et al., 2010), essa técnica classifica os
espermatozoides como viaveis ou inviaveis, ¢ ¢ baseada na permeabilidade celular e,
portanto, espermatozoides vidveis (vivos) permanecem incolores enquanto os ndo viaveis

(mortos) permitem a penetragdo do corante corando a célula de rosa (Santos, 2022).

A morfologia dos espermatozoides de peixe pode auxiliar na caracterizagdo de
amostras seminais, fazendo inferéncia sobre seu potencial fertilizante (Miliorini, 2006;
Murgas et al., 2015). A morfologia espermatica expressa o percentual de espermatozoides
normais € com anormalidades morfologicas (Costa et al., 2022). Anormalidades
espermaticas estdo associadas as deficiéncias funcionais do espermatozoide, como

reducdo da motilidade e vigor espermatico, e habilidade de fecundacao (Mcallister et al.,
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2003; Shiro Junior, 2013). As principais anormalidades avaliadas nos espermatozoides de
peixes de agua doce sdo: cauda quebrada, cauda fortemente enrolada, cauda enrolada
distalmente, cauda curta, cauda dobrada, gota citoplasmatica proximal e distal, peca
intermediaria degenerada, cabeca solta, cabeca degenerada, microcefalia e macrocefalia
(Costa et al., 2022). A morfologia celular ¢ frequentemente avaliada em sémen de peixe
utilizando microscopia Otica, microscopia eletronica de varredura e microscopia
eletronica de transmissao (Cabrita et al., 2014). A avaliacao dos parametros reprodutivos
em peixes oferece uma ferramenta importante na identificacao do rendimento reprodutivo

em um plantel de reprodutores (Murgas et al., 2015).

A motilidade refere-se a capacidade funcional do espermatozoide de realizar
movimentos apOs sua ativagdo. Adicionalmente, as caracteristicas cinéticas podemos
também abranger o simples mover-se ou podem ser distintas através das velocidades e do
comportamento natatorio (linearidade, retilinearidade, oscilagdo e balango) (Neumann,

2019).
1.3 Analise espermatica assistida por computador (CASA)

O sistema CASA foi empregado pela primeira vez em espermatozoides de
mamiferos em 1974. Em peixes, publicacdes utilizando dados de CASA foram feitas
desde 1995 (Kowalski et al., 2019). Nas ultimas décadas, sistema CASA se tornou uma
ferramenta popular e util para analisar a motilidade de espermatozoides em varias
espécies de peixe (Kowalski et al., 2019). Um marco importante nas avaliagcdes
espermatica ocorreu em 2007, quando Wilson-Leedy e Ingermann (2007) desenvolveram
um plugin CASA para um software livre (ImagelJ; National Institutes of Health, USA)
(Neumann, 2019). Para analise de qualidade espermatica, a anélise espermatica assistida
por computador (CASA) ¢ a quantificacdo mais objetiva e abrangente atualmente
disponivel e facilita a avaliagdo do percentual da motilidade, das diferentes velocidades
entre outros parametros (Wilson-Leedy & Ingermann, 2007). O uso do CASA ¢ preferivel
ao uso de estimativas visuais subjetivas de motilidade porque esses sistemas fornecem
medi¢des mais confiaveis, repetiveis e objetivas do movimento dos espermatozoides (Gil

etal., 2015).

O sistema CASA de andlise espermatica ¢ importante e mundialmente utilizado e
aceito nas avaliagdes de espermatozoides de peixes (Neumann, 2015). A importancia do

CASA foi demostrada em estudos sobre otimizacdo de gametas (Rurangwa et al., 2004;



16

Sanches et al. 2010). A avaliacdo objetiva da motilidade ocorre quando um software
integra as sucessivas posi¢oes das cabecas dos espermatozoides em imagens consecutivas
de um video do movimento espermatico, calculando as trajetérias e caracteristicas de
movimento (Figueroa et al., 2016; Neumann, 2019). O CASA estima um maior nimero
de parametros cinéticos de espermatozoides, incluindo a velocidade média de
deslocamento (VAP, pm s), velocidade curvilinea (VCL, pm s), velocidade em linha
reta (VSL, um s, progressdo (PROG, %), linearidade (LIN, %), oscilacio (WOB, %) e
frequéncia de batimento cruzado (BCF, Hz) (Kowalski et al., 2019). Esses sistemas sao
bem adaptados as células espermaticas de peixes, que se caracterizam por um curto
periodo de motilidade ap6s a ativagdo na maioria das espécies utilizadas na aquicultura

(Gil et al., 2015).

Porém, para que seja utilizado com eficiéncia e acurdcia, hd necessidade de
padronizagdo das suas configuragdes, as quais devem ser adaptadas para cada espécie
(Neumann et al. 2013). Para operar o plugin CASA, ¢ necessario que o usudrio tenha
conhecimento dos recursos do software ImagelJ e realize o ajuste de 18 parametros para a
espécie em estudo (Neumann et al., 2013). Dentre as configura¢des mais importantes para
o sucesso da avaliacdo de forma computadorizada, se destacam as velocidades minimas
necessarias para considerar um espermatozoide movel (Sanches et al., 2013). Portanto, a
caracterizacdo detalhada da qualidade seminal, integrando andlises tradicionais e
computadorizadas, permite uma compreensao mais ampla dos fatores que influenciam o
sucesso reprodutivo em peixes (Spica, 2025). Os resultados do CASA para analise do
movimento dos espermatozoides apresentam precisdo confiabilidade e reprodutibilidade,
fornecendo a comunidade cientifica uma ferramenta util que pode ser utilizada tanto na

aquicultura quanto para fins ecologicos (Gallego et al., 2018).

Apesar dos avancos no uso de sistemas computadorizados de analise seminal em
peixes, ainda hd uma lacuna significativa quanto a padronizagdo dessa ferramenta para o
pirarucu. A singularidade morfoldgica dos espermatozoides dessa espécie, especialmente
a presenga de dois flagelos, dificulta a definicao de parametros cinéticos adequados, uma
vez que os ajustes convencionais do CASA foram desenvolvidos majoritariamente para
espécies com espermatozoides monoflagelados. A auséncia de protocolos especificos
limita a interpretacdo precisa da motilidade espermatica e refor¢ca a necessidade de

estudos direcionados a calibracdo do sistema para A. gigas.
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2 OBJETIVO GERAL

Este estudo tem por objetivo caracterizar pardmetros espermaticos de 4. gigas ¢ a
padronizacdo do sistema computadorizado para avaliagdo da cinética espermatica,
visando contribuir para o aprimoramento das técnicas de avaliacdo reprodutiva na

espécie.

2.1 Objetivos especificos

e Descrever e classificar as normalidades morfologica visiveis sob
microscopia Optica, considerando as particularidades biflagelares dos

espermatozoides do A. gigas;

e Avaliar a concentracdo e a integridade da membrana espermatica das

amostras coletadas;

e Realizar gravagdes de videos para andlises da cinética espermatica por meio

do sistema CASA;

e Padronizar as configuragdes do plugin CASA no software Imagel para a

espécie;
e Padronizar thresholds do CASA para VSL, VAP e VCL;

e Caracterizar os parametros seminais de 4. gigas: osmolaridade, volume, e a

cinética espermatica;

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de estudo, plantel avaliado e métodos de coleta

As coletas foram conduzidas na Embrapa Pesca e Aquicultura, no municipio de
Palmas/Tocantins/Brasil (10°08'47” S 48°18' 477 W). Estas foram realizadas entre os
meses de fevereiro de 2024 a fevereiro de 2025, neste periodo 21 machos de A. gigas com
massa de 38,60 = 11,50 kg e um comprimento de 1,55 £ 0,13 m tiveram amostras
coletadas. Estes animais estavam marcados com chips do tipo PIT (Passive Integrated
Transponder), para possibilitar a identificagdo individual. Cada macho se encontrava
alocado com uma fémea em um tanque de 300m?. Os animais recebiam alimenta¢ao duas
vezes ao dia (manha e tarde), sendo esta feita com ragdo (42 % de PB) em forma de

bolotas, ofertadas até a saciedade aparente. Esse projeto foi cadastrado no Sistema
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Nacional de Gestao do Patrimoénio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado-
SISGEN (n°’ADBE614), ¢ as coletas aprovadas pela Comissio de Etica no Uso de
Animais — CEUA (n°82/2024).

Para cada coleta, os animais foram capturados com o auxilio de uma rede de arrasto.
Ap0s a captura e identificagdo individual, os peixes foram acomodados fora da d4gua em
uma estrutura acolchoada e imida por um tempo de 10 a 15 minutos. Durante esse periodo
de coleta, os animais foram mantidos molhados e com os olhos protegidos com um pano
umido. Durante todo processo de coleta do s€émen, houve um monitoramento do
comportamento respiratorio do animal, quando a cada 3 minutos o animal foi posicionado
em decubito ventral para estimular e possibilitar sua respiragdo. Pelo fato de o 4. gigas
ter respiracdo aérea obrigatoria, ndo utilizou-se anestésicos visando assegurar uma
recuperagdo mais rapida e segura dos animais quando devolvidos aos viveiros. Neste
momento critico, os animais foram mantidos na superficie da adgua até sua primeira

respiragdo ser observada em seguranca.

Para a coleta do sémen, adotou-se o procedimento adaptado por Torati et al. (2024),
que constituiu em esvaziar a bexiga urinaria com auxilio de uma sonda uretral estéril
(N°16) conectada a uma seringa de 20 ml, inserida através do ducto urindrio até a bexiga
urindria. Em seguida travou-se o canal urindrio com uma sonda Foley (2 vias, 3-5 ml),
sendo esta preenchida com soro fisioldgico dentro da bexiga urinaria (Figura 1). Com o
bloqueio do canal urindrio objetivou prevenir a contamina¢do do sémen com a urina.
Foram coletadas amostras de urina em tubos de centrifuga com fundo conico de 15 ml
estéreis (tipo Falcon). Essas amostras foram utilizadas para verificagdo da presenca de
sémen e realizacao de analises de osmolaridade. Apos a coleta de urina, os animais foram

estimulados a liberar sémen com uma pressao abdominal sentido cranio-caudal.
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Figura 1. Sonda Foley utilizada para fazer o bloqueio do canal urindrio do A4. gigas,

sendo a parte inflada posicionada dentro da bexiga urinaria.

Durante o processo de coleta, as amostras de sémen apresentaram volume reduzido,
ndo ultrapassando 1 mL, o sémen foi coletado utilizando seringas graduadas de 1 mL.
Ap0s coletadas, as amostras de sémen foram mantidas em uma caixa térmica com gelo
por no maximo 30 minutos pés coleta, até a realizagdo das andlises espermaticas em
laboratorio. Uma aliquota das amostras foi destinada para analises seminais e
espermaticas de concentra¢do espermatica, indice de alteracdes morfologicas, indice de
integridade de membrana e osmolaridade. Em seguida, o restante do material foi utilizado
para capturas de videos para a avaliagdo da motilidade espermatica computadorizada

(CASA).

3.2 Analises seminais e espermaticas

A mensuragdo da concentragdo espermatica foi realizada através da analise em
camara hermatimétrica de Neubauer. Para isso, 2uL de sémen foi diluido em 500uL de
formol salina tamponado (1:250), seguindo adapta¢des metodologicas baseada em
Sanches et al. (2012). Apos a diluigdo, pipetou-se uma amostra de 10uL através de
capilaridade no campo de contagem da camara de Neubauer. Esse processo foi feito
igualmente no outro campo da cdmara. Apds 10 minutos de estabilizagdo, as amostras

foram analisadas em microscépio Optico (40x, ZESS Primo Star, Alemanha).

A avaliacdo da porcentagem de células com membrana integra foi realizada
utilizando-se o método de coloracdo eosina-nigrosina. Para isso, misturou-se 10uL do
corante eosina (3%) com 10uL de nigrosina (5%). Apds a homogeneizac¢ao do frasco,
adicionou-se 2ul. de sémen a essa mistura. Para realizagdo do esfregaco, adicionou-se
10uL da mistura (corante/sémen) sobre uma lamina. Em seguida, as laminas foram

analisadas em microscopio Optico (100x), cadmera Axiocan MRc5 (ZESS Primo Star,
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Alemanha). Para cada macho, avaliou-se uma lamina, onde considerou-se como células
mortas aquelas que apresentaram coloracdo rosada (lesadas) e as vivas permaneceram

brancas (integras).

Para analise de alteragdes morfoldgicas, 2 pL. de sémen foram fixados em 500 pL
de formol salino tamponado 4,6%, contendo 5 pL de rosa de bengala (Streit et al., 2004).
ApoOs homogeneizagdo, adicionou-se duas aliquotas de 10 uL de fixador + sémen +
corante em uma extremidade da ldmina de vidro. A lamina foi entdo inclinada em um
angulo de 45° para que a gota pudesse escorrer para a outra extremidade (Sanches et al.,
2016). Em seguida, as laminas secas cobertas com laminulas foram analisadas e
fotografadas em microscopio trinocular 100x, cAmera Axiocam MRc5 (ZESS Primo Star,

Alemanha).

Foram avaliadas alteracdes morfologicas espermaticas detectives em microscopia
de luz, incluindo patologias de cabeca como macrocefalia, microcefalia, cabeca solta. As
alteracdes de cauda em células biflageladas compreenderam perda de um dos flagelos,
encurtamento, entrelagamento, enrolamento, flagelos quebrados e deformacgdes

simultaneas dos flagelos.

A osmolaridade foi determinada para amostras de sémen e urina, utilizado o
osmometro Vapro 5600 (ELITechGroup, Inc. Logan, Utah. USA). Para isso, adotou-se o
procedimento de calibragdo do equipamento antes do inicio das andlises, a calibragdo foi
realizada com trés padrdes pré-estabelecidos pela fabricante do equipamento (290
mmol/kg; 1000 mmol/kg e 100 mmol/kg). O processo de calibracao foi realizado sempre
antes de medir a primeira amostra. Apos calibragdo do equipamento, analisou-se 10uL de

cada amostra.
3.3 Procedimentos de ativacio espermatica e gravacio de videos

A ativagdo foi realizada com agua destilada a temperatura ambiente (27°C), na
propor¢ao de (1:10 — sémen: agua), diluidos em um tubo tipo Eppendorf de 1,5mL. Logo
apos ativagdo, 1uL do sémen diluido e ativado foi adicionado em uma camara de
Neubauer espelhada (100mm de profundidade) e coberta com uma laminula de vidro
(24x24) diretamente sob a platina de um microscopio trinocular (ZEISS, Primo Star,
07745 Jena, Alemanha), previamente focado na objetiva de 20x, adaptado de Sanches et
al. (2012). A captura dos videos foi realizada com uma camera Basler acA640-120uc

(www.baslerweb.com), conectada a um computador (processador Intel core™ 17, 16 GB
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Ram, 2 TB HD, Microsoft Windows 11) por meio do software pylon 6.0

(www.baslerweb.com). Ao todo, foram gerados 73 videos a partir das amostras coletadas

de seis machos. Para as andlises, selecionou-se um video representativo de cada macho,
totalizando seis videos. A escolha considerou exclusivamente aqueles que apresentaram
as melhores condi¢des de visualizagao, incluindo contraste adequado e nitidez suficiente
para permitir a identificacdo e selecao precisa das células. Somente os videos que
cumpriram integralmente esses critérios de qualidade foram incluidos nas etapas

seguintes da avaliagao.

Em seguida, os videos de 60 segundos registrando a movimentagdo foram salvos e
processados no software VirtualDub 1.10.4 (virtualdub.org). No programa, cada arquivo
foi aberto por meio da aba File (Open video file) e recebeu ajustes de imagem por meio
dos filtros disponiveis na aba Video, incluindo Brilho/Contraste, Sharpen, Smoother e
Threshold. Apds o tratamento dos videos, estes foram cortados e convertidos em
sequéncia de imagens em intervalos sequenciais de 5 segundos (10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50), as quais foram exportadas em formato .jpg para diretdrios previamente
definidos conforme estabelecido por Sanches et al. (2013). Em seguida, as imagens foram

abertas e compiladas por meio do software ImageJ (https://imagej.net/ij/) para a aplicagdo

do plugin CASA (https://imagej.net/ij/plugins/casa.html), conforme descrito por Wilson-
Leedy & Ingermann (2007) e Sanches et al. (2010).

3.4 Configuracio do CASA

As imagens foram importadas para o software Imagel através dos comandos (File,
Import, Image sequence) na sequéncia foram convertidas em cddigo binario (/mage,
Adjust, Threshold). Por fim, acessou-se a caixa de didlogo Sperm Tracker (Plugin,
Analyze, CASA), onde foram testadas as configura¢des dos devidos parametros de analise.
Para caracterizagdo das células espermaticas quanto a mobilidade (moveis ou imdveis)
foram selecionadas 50 células para cada categoria (estaticos, lentos, intermediarios e
rapidos), para as células estaticas e lentas foram analisadas imagens em 35 segundos pos-
ativagdo, ja as intermedidrias e rdpidas em 10 segundos pods-ativagdo. A utilizagdo de
diferentes tempos de observagdo teve como finalidade permitir ao software reconhecer
adequadamente o comportamento mecanico e a velocidade real dos espermatozoides em
cada classe. A fim de estabelecer uma configuracdo do plugin CASA, algumas opgdes
foram testadas e ajustadas na caixa de dialogo (Sperm Tracker), como sugerido por

Sanches et al. (2013).


http://www.baslerweb.com/
https://imagej.net/ij/
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3.5 Categorizacio da motilidade espermatica

A conversdo das coordenadas de pixel (px) para micrometros (um) foi realizada a
partir de uma média de dez medidas (Image/Analize/Mensure) de um reticulo equivalente
a 50um da camara de Neubauer, representando 74,6 pixels. Tal medida foi utilizada para
encontrar o valor de “r”” (Microns per 1000 pixels) na caixa de didlogo (Sperm Tracker).
Na sequéncia dez células foram mensuradas, para se obter o tamanho maximo, minimo e
médio das células e foram usados para configurar os campos “a” (Minimum Sperm size
pixel) e “b” (Maximun sperm size pixel). Para se obter as coordenadas de cada célula
selecionada em um plano cartesiano, os parametros “s” (Print xy co-ordinates for all

[YP%4]
t

tracked sperm) e “t” (Print motion characteristics for all motile sperm), receberam o valor

de “1° (Wilson-Leedy & Ingermann, 2006).
3.6 Obtencao dos dados individuais das células

No software Imagel, foram selecionados 50 frames correspondentes 0,5s de video,
capturados em 10s pos-ativagdo do sémen de cada um dos seis machos analisados. Para
o estudo individual das células, realizou-se o isolamento e processamento das mesmas
utilizando a sequéncia de comandos (Edit, Clear Outside, Yes/Image,
Adjust, Threshold/Plugin, Analyze, CASA). Posteriormente, foram examinadas de forma
individual, 50 células que apresentavam caracteristica estatica, 50 com baixa motilidade
(lentas), 50 com movimento intermediario € 45 com alta motilidade (rapidas). Esse
procedimento de isolamento possibilitou classificar as amostras em grupos distintos de

motilidade.
3.7 Ajuste de parametros para avaliacao da motilidade

Com os valores obtidos para cada cé€lula esperméatica em diferentes categorias, foi
possivel testar 15 diferentes combinagdes para os seguintes parametros “e” (Minimum
VSL motile (um.s™)), “f> (Minimum VAP motile (um.s™)) e “g” (Minimum VCL motile

(um.s™)) essenciais para a identificagio das células moveis (Tabela 1).
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Tabela 1. Diferentes combinagdes testadas para determinar a configuragdo dos parametros

e, f e g na caixa de didlogo (Sperm Tracker) do CASA.

. Parametros
Combinagoes
VSL VAP VCL

1 5 7 10
2 6 8 12
3 8 10 15
4 10 12 15
5 10 12 20
6 10 15 20
7 10 15 25
8 10 15 30
9 10 15 40
10 12 20 30
11 12 20 40
12 14 25 35
13 14 25 40
14 16 30 40
15 18 35 45

VCL: velocidade curvilinear; VAP: velocidade média de deslocamento; VSL: velocidade em linha

reta.
3.8 Maxima velocidade entre os frames

O parametro “d” (Maximun sperm velocity between frames pixels) indica a maxima
velocidade entre os frames foi testado e ajustado, pois valores baixos podem excluir as
células rapidas e valores altos podem reconhecer células vizinhas. Com isso, o parametro
“d” foi testado com os seguintes valores: 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16. A
configuragdo foi testada para os seis videos, um de cada macho, a partir dos 10s pos-

ativagao.
3.9 Anailise comparativa das trajetorias espermaticas

Para identificar as células imoveis, as moveis e aquelas que entraram ou sairam do
campo de visualizagdo e as que ndo foram consideradas pelo sistema CASA, foi realizada
uma avaliacao visual em um video de um unico macho. As analises foram realizadas em
10s e 35s pos-ativagdo com avaliacdo de 25 e 100 frames respectivamente. Portanto, as
trajetorias geradas pelo CASA/Imagel] foram comparadas com a imagem gerada da soma
de todas as imagens importadas no ImageJ (Image/Stacks/ZProject/Projection Type: min

intensity) (Sanches et al.,2013).
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3.10 Dinadmica espermatica ao longo do tempo pés-ativacio

Apds configuragdo do CASA, os dados obtidos foram enviados e abertos no
software Microsoft Office Excel®, salvas como pasta de trabalho do Excel (*.xlsx).
Posteriormente, os parametros do sémen analisados pelo CASA entre 10s a 50s pods-
ativagdo foram os seguintes: taxa de motilidade (MOT), velocidade curvilinear (VCL),
velocidade média de deslocamento (VAP), velocidade em linha reta (VSL),
retilinearidade (STR), oscilagdo (WOB), progressdao (PROG) e frequéncia de batimento
transposto (BCF). A linearidade (LIN) foi obtida através do calculo (LIN=VSL/VCL).

3.11 Analise estatistica

Foram conduzidas andlises estatisticas descritivas englobando os parametros
concentragdo, integridade da membrana, morfologia espermatica, osmolaridade e as
variaveis cinéticas MOT, VCL, VAP, VSL, STR, WOB, PROG, BCF e LIN. Além disso,
os espermatozoides agrupados conforme suas categorias de motilidade foram também

analisados de forma descritiva.

Para determinagdo de cada velocidade foi realizado uma andlise exploratdria
multivariada de cluster, utilizando agrupamento de arvore (tree clustering) pelo método
de Ward. Posteriormente foi realizado uma anélise de agrupamento k-means (k-means
clustering). Os agrupamentos foram submetidos ao teste de variancia (ANOVA) a 5% de

significancia.

A taxa de motilidade (MOT) em funcao das dez combinacdes testadas foi submetida
a uma analise de variincia de efeitos principais (main effects-ANOVA) a um nivel de
significancia de 5 % (p < 0,05). A validacdo do pardmetro “d” do plugin CASA foi
conduzida mediante analise de regressao segmentada, associada a aplicagdo de um teste
de plato, considerando os valores compreendidos de 4 a 16, definidos na caixa de didlogo

do sofiware. As anélises foram realizadas no software Statistica 7.0 Statsoft®.
4 RESULTADOS

4.1 Aspecto técnico da caracterizacio

Neste estudo, a coleta de amostras de sémen do pirarucu apresentou desafios
significativos, desafios atribuidos a dificuldade quanto a manipulagdo dos animais, baixo
volume de s€men, amostras contaminadas por urina e a presenca de cistos espermaticos

em todas as amostras coletadas. Apesar dos esforcos metodologicos adotados, foi possivel
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analisar 6 amostras dos 21 animais coletados, correspondendo a uma efetividade de

28,6%.

Durante a analise microscopica do sémen recém coletado, foram observadas
estruturas compativeis com cistos espermaticos ndo rompidos. Esses cistos, visiveis ao
microscopio como estruturas esféricas ou ovais envoltas por uma membrana intacta,
continham em seu interior células espermaticas, muitas das quais apresentavam
movimento ativo. As amostras apresentaram-se inicialmente inativas e foram ativadas
com agua destilada. O periodo minimo de movimentagao celular registrado foi de 40
segundos, enquanto o tempo médio foi de 46,5 segundos, alcangando um maximo de 52

segundos.

Para configuragdo do CASA, a parte essencial do processo ¢ a gravagdo de boas
imagens e posteriormente sua edicdo. A obten¢do de imagens de boa qualidade foi
frequentemente comprometida pela presenca de “cistos espermaticos” (Figura 2),
observados em todas as amostras. Essa limitacdo ocorre porque o sofiware utilizado, ndo
reconhece adequadamente as células quando ocorre uma colisdo com outra célula ou aqui

neste caso com 0s Cistos.

Figura 2. Imagem demostrando a presenca dos “cistos” espermaticos no sémen do
pirarucu. A: video original B: video editado no VirtualDub. Setas pretas indicam os cistos

e as vermelhas destacam células espermaticas.

4.2 Analise de cluster

A analise de clusters produziu quatro clusters. Dados da VCL, VAP e VSL obtidos

de 1.082 células espermaticas avaliadas individualmente foram submetidos a andlise

explanatoria multivariada de cluster, para isso, utilizou-se inicialmente analise de
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agrupamento de arvore (tree clustering) pelo método de Ward com distancia euclideana
(Figura 3). Evidenciando o numero de clusters por meio da maior distancia entre os
clusters (8.366) realizou-se posteriormente andlise de agrupamento k-means (k-means
clustering), na qual foi possivel identificar as médias, seguindo da analise de variancia

dos clusters definidos a partir de todas as células espermaticas analisadas (Figura 3).
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Figura 3. Dendograma da distancia Euclidiana, a partir das variaveis analisadas do sémen

fresco do A. gigas.

A andlise de cluster permitiu classificar os espermatozoides em quatro grupos
distintos de motilidade. O cluster 1 foi caracterizado por espermatozoides com baixa
velocidade e vigor reduzido (n= 726, 67,10 % das amostras), o cluster 2 apresentou
células com motilidade limitada e deslocamento pouco expressivo (n=271, 25,05 % das
amostras), o cluster 3 agrupou espermatozoides com padrio de movimentagdo
intermediaria (n= 74, 6,83 % das amostras), e o cluster 4 reuniu células rapidas, com
trajetoria linear e batimento flagelar vigoroso (n= 11, 1,02 % das amostras). O teste de
ANOVA revelou diferenga altamente significativa entre os clusters para VCL, VAP e VCL
(P<0,01), confirmando a heterogeneidade da amostra (Tabela 2). A distribui¢do dos
espermatozoides entre os diferentes agrupamentos variou significativamente conforme o

tempo decorrido apos a ativagao.



Tabela 2. Caracterizacao dos clusters com base em parametros de motilidade espermatica.

Clusters

Variaveis 1 2 3 4

Anova: F ¢ p-valor

VCL (um/s) 41,06 + 19,62 131,19 + 37,60 236,62 + 59,16 394,00 + 61,54 F.108=1.773,47; p<0,01
VAP (um/s) 11,01 +9,37 30,97 + 20,49 102,97 + 56,83 370,47 + 69,00 Fi.1078=1.493,69; p<0,01
VSL (um/s) 8,66 £ 8,77 23,71 +20,13 92,54 + 56,91 355,84 + 68,16 Fi.1078=1.383,62; p<0,01
n 726 271 74 11

VCL: velocidade curvilinear; VAP: velocidade média de deslocamento; VSL: velocidade em linha reta; n: nimero de células.

27
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4.3 Classificacido do movimento espermatico

A aplicacdo da andlise de clusters permitiu identificar padroes distintos de
motilidade espermatica em A. gigas, categorizadas em quatro grupos: as estaticas foram
as que apresentaram velocidade curvilinear inferior a 41 um.s™!, lentas ficaram entre
4lum.s'e 131 pm.s!, intermediarias de 131 pm.s' e 237 um.s!, j4 as rapidas foram as
superiores a 238 pm.s’'. Essa classificagdo contribuiu para um ajuste mais preciso das
configuragdes do sistema CASA, possibilitando a defini¢cao de limites mais claros para a
identificacdo de células com baixa ou alta motilidade. A partir da analise dos clusters, foi
realizada uma analise descritiva que permitiu identificar a média de todos os parametros

(Tabela 3).

Tabela 3. Estatistica descritiva de espermatozoides de 4. gigas para a identificacdo de

células estaticas, lentas, intermediarias e rapidas. Avaliacao ap6s 0,5s (50 pixels).

Classificacio Parametros n Meédia Mediana Min  Max D.P. E.P.

Estaticos VCL (um.s') 50 27,25 26,56 15,08 57,5 8,92 1,26
VAP (um.s) 50 12,30 9,92 3,06 30,14 7,21 1,02

VSL (um.s) 50 10,32 7,52 1,02 2937 7,59 1,07

STR (%) 50 77,04 8505 29,16 97,78 19,94 0,28

WOB (%) 50 46,05 44,08 7,28 97,71 21,60 0,30
LIN (%) 50 38,30 34,61 243 93,63 23,55 3,33

Lentos VCL (um.s™) 50 74,29 69,3 42,58 131,11 25,38 3,59
VAP (um.s') 50 32,15 27,59 6,80 106,63 19,94 2,82

VSL (um.st) 50 26,34 23,16 2,52 97,73 19,77 2,79

STR (%) 50 78,40 87,81 28,58 96,45 19,08 0,27

WOB (%) 50 45,24 47,52 0,64 1,01 23,01 0,32

LIN (%) 50 37,74 39,03 3,5 9741 2345 332

Intermediarios VCL (um.s™) 50 173,27 16822 133,01 23436 27,05 3,82
VAP (um.s') 50 76,80 71,93 18,54 176,88 41,27 5,83

VSL (um.s™) 50 67,30 5895 13,66 165,84 41,75 5,9

STR (%) 50 84,82 91,64 37,85 97,19 1397 0,19

WOB (%) 50 4532 40,54 0,81 1,00 2549 0,36
LIN (%) 50 394 32,55 1,00 96,58 26,00 3,68

VCL (um.s) 45 34091 304,85 235,08 794,55 102,43 1527
VAP (um.s™) 45 209,03 189,66 22,02 774,73 171,04 25,50
VSL (um.s™) 45 192,85 137,73 7,00 74832 169,39 2525

STR (%) 45 84,89 94,56 31,81 97,97 18,16 0,27

Répidos
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WOB (%) 45 56,19 59,5 0,64 1,06 34,44 0,51
LIN (%) 45 51,46 39,7 2,02 104,6 34,81 5,19

VCL: velocidade curvilinear; VAP: velocidade média de deslocamento; VSL: velocidade em linha reta;

STR: retilinearidade; WOB: oscilagdo; LIN: linearidade; D. P.: desvio padrdo; E.R.: erro padréo; n: nimero

de células avaliadas.

A anélise cinética realizada pelo sistema CASA permitiu distinguir padrdes raros de
movimentagdo espermatica entre as categorias estaticos, lentos, intermedidrios e réapidos.
Embora classificados como estaticos, esses espermatozoides apresentaram valores residuais de
VCL (27,25 um.s™!), atribuidos a detec¢do de ruidos e micro-oscilagiio da cabega pelo software.
Esses espermatozoides exibiram baixissima progressividade, com VSL de 10,32 pm.s™!, baixa
linearidade LIN (38, 30%) e valores moderados de STR (77,04%) e WOB (46,05%), indicando
apenas movimento microscopicos sem deslocamento efetivo. Funcionalmente esse padrao
caracteriza células metabolicamente inativas, com contribuigdes despreziveis para a

fertilizacao.

Os espermatozoides classificados como letos apresentaram VCL de 74,29 um.s™' e VSL
de 26,34 pm.s!, refletindo moderada velocidade e progressividade. A linearidade foi reduzida
LIN (37,74%), sugerindo trajetorias curvilineas ou oscilatorias, enquanto o STR relativamente
elevado (78,40%) indicou coeréncia direcional moderada, porém com deslocamento pouco
eficiente. Esse conjunto de parametros caracteriza um padrao funcional lento e curvilineo, com

limitada capacidade de progressao.

Na categoria intermedidria, observaram-se valores cinéticos mais elevados em um padrao
de movimento distinto. O VCL atingiu 173,27 um.s™!, associado a moderada linearidade LIN
(67,30%) e alta STR (84,82%), além de WOB em torno de 56,19%. Essa combinagao de alta
velocidade curvilinea com boa orientagdo ao VAP caracteriza um padrdo progressivo-
curvilineo, compativel com a dindmica esperada para espermatozoides biflagelados, nos quais

a dupla propulsao favorece trajetorias vigorosas, porém nao retilineas.

Os espermatozoides rapidos apresentaram os dois valores cinéticos, com VCL de 340,91
pm.s?' e VSL de 192,85 um.s™!, indicando elevada velocidade e progressividade. Esses
espermatozoides exibiram maior linearidade 51,46%, elevada STR (84,89%) e WOB (56,19%)),
sugerindo ampla oscilagdo lateral associada a forte propulsdo. Esse padrdo reflete um
comportamento rapido, progressivo e relativamente linear, sendo funcionalmente o mais

eficiente e potencialmente associado a maior capacidade fertilizante.
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De forma integrada, os resultados demostram que a cinética espermatica do pirarucu ndo
pode ser interpretada apenas com base na velocidade absoluta. A combinacao dos parametros
LIN, STR e WOB revela comportamentos de nado distintos entre as categorias evidenciando
que espermatozoides rapidos apresentam alta progressividade e orientacao direcional, enquanto
os intermediarios exibem movimento vigoroso com trajetoria curvilinea, tipico de espécies com
espermatozoides biflagelados. J4 os lentos e estaticos apresentam deslocamento limitados ou

inexistente.
4.4 Combinacoes de velocidades minimas

Nos ensaios realizados com diferentes combinagdes dos parametros VSL, VAP e VCL,
observou-se que houve efeito (p<0,01) entre as condigdes testadas. Verificou-se redugdo na taxa
de motilidade a medida que se empregava valores mais elevados desses parametros.
Considerando esse comportamento, a configuragio denominada “9” VSL=10 um s!; VAP=15

um s e VCL=40 pm s™!, foi selecionada por oferecer melhor desempenho (Figura 4).

100
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Figura 4. Resultado da taxa de motilidade (%) e a velocidade média de deslocamento
(VAP) de espermatozoides de 4. gigas analisados com 1s (100 frames) avaliados apds
10s de ativagdo. As diferentes combinagdes testadas para considerar o espermatozoide
como movel foram: 1) VSL=5, VAP=7, VCL=10; 2) VSL=6, VAP=8, VCL=12; 3)
VSL=8, VAP=10, VCL=15; 4) VSL=10, VAP=12, VCL=15; 5) VSL=10, VAP=12,
VCL=20; 6) VSL=10, VAP=15, VCL=20; 7) VSL=10, VAP=15, VCL=25; 8) VSL=10,
VAP=15, VCL=30; 9) VSL=10, VAP=15, VCL=40; 10) VSL=12, VAP=20, VCL=30;
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11) VSL=12, VAP=20, VCL=40; 12) VSL=14, VAP=25, VCL=35; 13) VSL=14,
VAP=25, VCL=40; 14) VSL=16, VAP=30, VCL=40; 15) VSL=18, VAP=35, VCL=45.

4.5 Maxima velocidades entre frames

Na andlise do parametro “d” (Maximum speed velocity between frames (pixels)),
observou-se que o aumento da velocidade entre frames resultou em crescimento linear até
atingir um ponto de plato, a partir do qual ndo ocorreram ganhos significativos. Esse
comportamento foi confirmado pelo teste de breakpoint (p<0,05), indicando o ponto de
ruptura para MOT em 9,48 (Figura 5). A partir dessa avalia¢dao, adotando uma margem
segura para as avaliacdes definiu-se o valor 12 como o mais adequado para o

reconhecimento automatico das células, garantindo maior precisao no sistema de analise.

y=25,75+4,00%x-4,00*(x-(9,48)*(x>(9,48)); p<0,05
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Figura 5. Valores testados para o pardmetro d (mdxima velocidade entre fremes - pixels)

para seis machos 10 segundos pods-ativacdo, com avaliagdo de 50 frames.

4.6 Comparacio das trajetorias dos espermatozoides

A partir das configuracdes previamente definidas, foi possivel realizar uma analise
detalhada utilizando o sistema CASA, com o objetivo de comparar as trajetorias geradas
pelo plugin com os deslocamentos reais observados nas células espermadticas. Essa
avaliacdo foi conduzida em dois intervalos temporais distintos entre 10 e 35 segundos,
correspondentes a 25 e 100 quadros, respectivamente (Figura 6). Essa etapa foi essencial

para verificar a precisdo do sistema automatizado na identificagdo dos movimentos
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celulares. A andlise permitiu observar se o sofiware conseguia acompanhar corretamente
as trajetdrias reais, incluindo situagdes em que as células entravam ou saiam do campo de
visao, bem como aquelas que colidiam entre si. Esse tipo de avaliagdo ¢ fundamental para
assegurar que o sistema CASA esteja capturando com fidelidade os padrdes de
deslocamento, evitando interpretagdes equivocadas que possam comprometer oS

resultados da motilidade espermatica.
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Figura 6. Comparacdo de imagens das trajetérias espermaticas geradas e importadas do
software ImagelJ/ZProject (esquerda), imagens importadas do plugin CASA (direita).
Comparacdes realizadas 10s pos-ativagdo para 25 frames (0,25s) (A e B) e para 100
frames (1s) (C e D). Comparagoes realizadas a 35s pds-ativagao para 25 frames (E e F) e

para 100 frames (G e H).

4.7 Ajustes dos parametros do CASA

Com os principais parametros ajustados, foi possivel estabelecer uma configuracao
especifica para a analise espermatica do pirarucu utilizando o sistema livie CASA. Os
valores adicionados a caixa de didlogo (Sperm Tracker) CASA/Image] estdo expressos
na Tabela 4. Essa configuracdo representa um modelo otimizado para o reconhecimento
e acompanhamento das trajetorias celulares, contribuindo para a padroniza¢do das

analises e a reprodutibilidade dos resultados.
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Tabela 4. Configuracdes usadas na caixa de didlogo do CASA (Sperm Tracker),
para caracterizagdo de parametros espermaticos do A. gigas, com videos gravados em
objetiva de 20x a 100 frames por segundo (fps). Configuragdo utilizada para avaliacdo de

0,5s de video ou 50 frames.

Parametros entrada Valores entrada
a. Minimum sperm size (pixels): 5
b. Maximum sperm size (pixels): 200
¢. Minimum track length (frames): 50
d. Maximum sperm velocity between frames (pixel): 12
e. Minimum VSL for motile (um/s): 10
f. Minimum VAL for motile (um/s): 15
g. Minimum VCL for motile (um/s): 40
h. Low VAP speed (um/s): 5
i. Minimum percentage of path with zero VAP: 1
J. Maximum percentage of path with zero VAP: 10
k. Low VAP speed 2 (um/s): 10
. Low VCL speed (um/s): 15
m. High WOB (percent VAP/VCL): 80
n. High LIN (percent VSL/VAP): 80
o. High WOB two (percent VAP/VCL): 50
p. High LIN two (percent VCL/VAP): 60
q. Frame rate (frames per second): 100
r. Microns per 1000 pixels: 670.2%*
s. Print xy co-ordinates for all tracked sperm? 0
t. Print motion characteristics for all motile sperm? 0
u. Print median values for motion characteristics? 0

*Valor obtido para calibragdo a partir da mensuracdo de um reticulo da camara de Neubauer

(50um=74.6pixels).
4.8 Representacio dos padroes de motilidade

Ap0s a defini¢do das configuragdes ideais, foi possivel realizar a anélise em 50
frames (0,5s) em um video capturado 25s pos-ativagdo dos espermatozoides. Nesse
intervalo, foram isoladas quatro células espermaticas do pirarucu, representando cada
uma das categorias de motilidade (estatica, lenta, intermediaria e rapida) (Figura 7). A
partir dessa segmentag¢ao, foi possivel identificar com precisdo os pontos utilizados pelo
sistema para o calculo dos principais parametros (VCL, VAP, VSL), permitindo uma
compreensdo mais aprofundada da dindmica de movimentagdo celular e da eficicia na

caracterizacdo dos diferentes padroes de deslocamento.
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Figura 7. Imagem da trajetoria obtida no CASA com quatro células espermadticas de 4.
gigas 1soladas e sua classificacao de acordo com seus respectivos valores para velocidade
curvilinear (VCL), média de deslocamento (VAP), velocidade em linha reta (VSL): A)

estatica; B) lenta; C) intermediaria e D) répida.
4.9 Caracterizacao seminal, morfologica e cinética

Neste estudo, foram inicialmente coletadas amostras de sémen de 21 machos de A.
gigas. No entanto, devido a limitacdo durante o processo de coleta e a auséncia de
caracteristicas reprodutivas ideais em alguns individuos, apenas uma parte dessas
amostras pode ser efetivamente analisada. Das amostras vidveis, onze apresentaram
concentragio média de 5,63 £ 1,06 x 10'° espermatozoides ml™!. Para a avaliacdo da
integridade da membrana plasmatica, foram utilizadas amostras de dez machos,
totalizando 7.665 células analisadas (Figura 8). Onde a integridade média foi 59,1 + 10,90

de células integras (Tabela 5). J& para a defini¢do dos parametros no sistema CASA, foram

utilizados seis videos provenientes de diferentes amostras, cada um representando um
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macho distinto. A partir da andlise dessas gravacdes, foi possivel estabelecer uma
configuracdo adequada para a caracterizacdo dos parametros espermaticos da espécie,

considerando o intervalo de 10 segundos pos-ativacao (Tabela 5).

20 pm

Figura 8. Células espermaticas de A. gigas expostas a andlise de integridade da

membrana, onde as células intactas apresentaram a coloragao branca.

Tabela 5. Parametros seminais de A. gigas utilizados para avaliacdo espermatica.

Parametros n Média Minimo maximo D.P E.P
Concentragdo
(spz.ml™) 11 563x10° 2,00x10® 3,74x 10" 1,06 x 10" 3,21 x 10°
Integridade (%) 10 59,10 45,00 74,10 10,90 3,40
MOT (%) 6 58,43 44,44 75,00 12,92 5,27
VCL (pm.s™) 6 119,20 58,90 117,19 51,05 20,84
VAP (um.s™) 6 76,80 30,01 158,75 46,31 18,91
VSL (pm.s™) 6 69,16 24,52 145,48 42,87 17,50
STR (%) 6 89,08 81,69 92,32 0,34 1,60
WOB (%) 6 62,13 49,23 90,82 15,18 6,20
PROG (pum) 6 1112,82 44224 2323,32 676,84 276,32
BCF (Hz) 6 25,22 11,96 35,71 8,20 3,35
NSPZ 6 15 9 22 4,77 1,95

Concentragdo: Concentragdo espermatica estimada em espermatozoides por mililitro. Integridade:
Percentual de células com membrana integra. spz: Espermatozoides. n: Nimero de animais amostrado. D.
P: Desvio padrdo. E. P: Erro padrao. MOT: taxa motilidade. VCL: velocidade curvilinear. VAP: velocidade
média de deslocamento. VSL: velocidade em linha reta. STR: retilinearidade. WOB: oscilagdao. PROG:
progressdo. BCF: frequéncia de batimento transposto. NSPZ: nimero de espermatozoides avaliados no
CASA.
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A Tabela 6 apresenta a estatica descritiva da morfologia espermatica do pirarucu, baseada
na analise de células biflageladas. Observou-se que a média de espermatozoides com
morfologia normal foi de 48,9 £ 15,4%, indicando elevada variabilidade morfologica
entre os individuos avaliados. Entre as alteragdes identificadas, o flagelo quebrado foi a
anomalia mais frequente 17,70 + 11,20%, sugerindo comprometimento estrutural da
cauda, enquanto o flagelo enrolado apresentou ocorréncia minima 0,10 + 0,40%. Ao todo,
foram analisadas 5,520 células espermaticas, conforme ilustrado na Figura 9, o que

confere robustez a caracterizagdo morfoldgica realizada.

Tabela 6. Analise da normalidade morfologicas dos espermatozoides do 4. gigas.

Estatistica descritiva Morfologia (%)
N FQ AFD CS FC FE Micro. AF Fenr.

Numero de amostras 11 11 11 11 11 11 11 11 11

Média 48,90 17,70 11,60 9,80 8,00 3,00 0,60 030 0,10
Mediana 57,00 14,00 1090 8,80 7,30 1,80 0,20 0,00 0,00
Minimo 19,50 4,10 4,40 4,60 3,70 0,00 0,00 0,00 0,00
Maximo 74,00 32,80 19,50 23,20 19,70 9,50 3,40 1,10 1,40
Erro padrio 460 4,10 130 1,70 140 090 0,30 0,10 0,10
Desvio padrao 1540 11,20 420 550 4,60 3,00 1,00 040 0,40

N: Flagelo normal; FQ: Flagelo quebrado; AFD: Ambos os flagelos deformados; CS: Cabega solta; FC:
Flagelo curto; FE: Flagelo enrolado; Micro: Microcefalia; AF: Auséncia de um flagelo; F enr.: Flagelo

entrelagados.

A




38

20 pm) 20 um

Figura 9. Imagens de morfologia 6tica (100x) de células espermaticas de 4. gigas. A:
Fagelo duplo normal; B: Cabega solta; C: Fagelo enrolado; D: Auséncia de um flagelo;

E: Flagelo encurtado; F: Flagelo quebrado.

Para a osmolaridade passaram por andlises amostras de sémen e urina de sete
machos. Onde o valor médio encontrado para o sémen foi de (302,70 + 104,30 mOsm/kg)
e (98,80 = 48,70 mOsm/kg) para urina (Tabela 7).

Tabela 7. Parametros de osmolaridade para amostra de sémen e urina do 4. gigas.

Osmolaridade (mOsm/kg)

Parametros Sémen Urina
Numero de amostras 7 7
Média 302,70 98,80
Mediana 278,00 86,00
Minimo 134,00 31,00
Maximo 442,00 180,70
Erro padrao 39,40 18,40
Desvio padrao 104,30 48,70

mOsm/kg=miliosmois por quilogramas.
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5 DISCUSSAO

Este estudo apresenta, pela primeira vez, uma caracterizagdo detalhada dos
parametros espermaticos do pirarucu, constituindo at¢é o momento a unica abordagem
sistematizada voltada a analise cinética e funcional dos espermatozoides dessa espécie. A
auséncia de informacdes previas sobre a dindmica espermatica do A. gigas reforca o
carater pioneiro deste trabalho e amplia sua relevancia cientifica, especialmente diante
das particularidades morfolégicas da espécie, como a presenga de espermatozoides

biflagelados, que demandam critérios especificos de avaliagao.

A identificacdo de cistos espermaticos neste estudo contribui para a ampliagdo do
conhecimento sobre a fisiologia reprodutiva do pirarucu, espécie emblematica da
ictiofauna amazonica ¢ de elevado interesse para a aquicultura, oferecendo subsidio
relevante para o entendimento de seu processo reprodutivo. Ao investigar
detalhadamente os parametros espermaticos e relatar a ocorréncia de estruturas pouco
descritas, o estudo amplia a compreensdo sobre os mecanismos envolvendo a biologia
reprodutiva dessa espécie. De certa forma, a padronizacao dos critérios da qualidade
seminal do pirarucu favorece uma selecdo mais objetiva de reprodutores com maior
potencial fertilizante. A padronizagdo de tais pardmetros ¢ fundamental para otimizar as
taxas de fertilizagdo e promover o uso racional de reprodutores (Sanches et al., 2011).
Além disso, embora a fertiliza¢@o artificial da espécie ainda ndo seja vidvel, os dados
obtidos podem auxiliar no desenvolvimento de protocolos de criopreservagdo e estudos

ecologicos com espermatozoides biflagelados.

O estudo da biologia reprodutiva e a caracterizagdo espermatica de espécies nativas
da Ameérica do Sul sdo importantes para o controle da reproducdo em cativeiro, pois a
qualidade do esperma afeta diretamente a fertilizagao bem-sucedida (Mishu et al. 2020;
Costa, et al. 2022). A qualidade do sémen apesar de sua importincia, ¢ um dos fatores que
limita o sucesso reprodutivo. As amostras de s€émen coletadas neste estudo apresentaram
um volume relativamente baixo na maioria das amostras (< 1 mL). Em estudo com o
jundia amazonico (Leiarius marmoratus) Borges et al. (2020) relatam ter encontrado
amostras com coloracdo branca, baixa viscosidade e pequeno volume 0,3 a 1,0 mL.
Algumas espécies como tambaqui (Colossoma macropomum) podem liberar um volume
alto de sémen de 4 a 6 mL (Pinheiro et al., 2016). Pires (2016) ressalta que sem indugao

hormonal reprodutores de tambaqui liberam uma pequena quantidade de s€men
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(aproximadamente 0,5 mL). Outro trabalho realizado por Galo (2009) observou no pacu
(Piaractus mesopotamicus) um volume de sémen de 7,35 mL. O volume pode ser varidvel
entre as diversas espécies a até mesmo na mesma espécie, por ser influenciado pela

estacao do ano, clima, periodo de repouso sexual e método de coleta (Murgas et al., 2011).

Neste estudo, os indices qualitativos do espermatozoide do 4. gigas foram
analisados utilizando animais mantidos em cativeiro. As coletas foram realizadas sem a
estimulagdo hormonal. Sabe-se que os tratamentos hormonais podem afetar o volume
seminal e na maioria das espécies de peixes que recebem o tratamento hormonal, ¢é
observado um aumento significativo no volume seminal (Viveiros et al., 2009; Murgas et
al., 2015). Com relagdo as caracteristicas do s€émen do pirarucu, Torati et al. (2024) o
descreve como sendo diferente ao de outras espécies de dgua doce, com aparéncia
translucida e viscosa. Porém, neste trabalho foi possivel obter uma coleta onde a amostra
apresentou caracteristica esbranquigada com alta viscosidade. A presenga desta amostra
evidencia a complexidade dos parametros seminais, e demonstra a necessidade de estudos

mais aprofundados sobre os fatores que influenciam a qualidade do s€émen desta espécie.

O numero de espermatozoides/mL € irregular entre as espécies brasileiras (Murgas
et al., 2015). Valores de concentragdo podem oscilar de acordo com o peso e idade do
peixe, época do ano (Silva et al., 2009), frequéncia de coleta e volume do ejaculado
(Murgas et al. 2011). No presente estudo, os reprodutores apresentaram uma concentragao
média de 5,63 x 10° espermatozdides mL™!. Galo et al. (2019) observaram uma
concentragdo espermatica 14,35 x 10° espermatozéides mL™! em P. mesopotamicus. Outro
trabalho conduzido por Franga et al. (2022) mostra uma concentragio de 5,9 + 2,1 x 10'°
espermatozoide mL™! para o jundid (Rhamdia quelen). J4 Oliveira et al. (2015) para o
Brycon orbignyanus identificou uma concentragdo de 18,31 x 10 espermatozdides/mL-
!, Essas diferengas evidenciam que a concentragio espermética ¢ uma caracteristica
altamente espécie-especifica, alguns autores como Viveiro & Godinho (2009) justificam
que essa variacdo € esperada, pois a concentracdo pode ser afetada por varios fatores,
como fase reprodutiva e se houve o uso de hormonio indutor da espermiagdo, bem como

qual o tipo de hormonio foi utilizado (Murgas et al., 2015).

Lesdes na membrana plasmatica levam a perda da sua capacidade de regular a
concentragdo intracelular de ions envolvidos no controle do movimento espermatico

(Aitken e Krausz, 2021; Spica, 2025). A integridade da membrana ¢ um indice-chave da
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capacidade celular, e qualquer célula com uma membrana danificada ndo pode realizar
suas fun¢des, ou seja, ndo pode fertilizar oo6citos (Lahnsteiner, 2007; Torati et al. 2024).
A andlise da integridade da membrana indicou que mais de 59,1% das células
espermaticas do 4. gigas estavam intactas. Os valores observados de integridade de
membrana indicam um quadro fisiolégico menos favoravel do sémen avaliado, este
resultado pode estar ligado a um possivel declinio funcional dos espermatozoides, isso
pode estar associado a diferentes fatores como o estagio avangado do ciclo reprodutivo,
condi¢gdes de manejo em cativeiro ou estresse decorrente da captura e manipulagao dos
animais. Além disso, ndo se pode descartar a influéncia do método de coloragao utilizado,
que pode superestimar lesdes de membrana. No entanto, esse percentual foi inferior ao
relatado por Torati et al. (2024), que observaram uma taxa de 72,1%. A integridade da
membrana celular depende de varios fatores, incluindo nutri¢do dos peixes e outros
fatores fisicos/ambientais, especialmente a temperatura na gametogénese (Labbé¢, et al.
1996; Lahnsteiner, 2007; Torati et al. 2024). Entre estes fatores, a temperatura durante a
gametogénese ¢ essencialmente importante, pois regula a composi¢do e a organizacao dos
lipidios na membrana. Forte variagdes nesse periodo podem afetar a estabilidade da
membrana, prejudicar a formagdo dos espermatozoides e comprometer sua motilidade e

capacidade de fertilizacao.

Os espermatozoides de peixes sdo amplamente divergentes em forma e estrutura
(Mattei, 1970; Jamieson e Leung, 1991; Hara e Okiyama, 1988; Dhanasekar et al., 2017).
Os espermatozoides podem ser morfologicamente divididos em cabeca, peca
intermediaria e cauda (Nagahama, 1983; Murgas et al. 2011). Estudos comparativos
revelam variagdo significativa no comprimento entre diferentes espécies de peixe.
Faustino (2014) observou que o espermatozoide do Brycon vermelha possui cerca de 32,4
um. Ja em Rachycentron canadum, esse valor pode atingir 39 um, conforme relatado por
Dhanasekar et al. (2017). Em contraste, Jaspers et al. (1976) identificaram um
comprimento muito superior, de 94,9 um, nos espermatozoides do Ictalurus punctatus,
evidenciando a diversidade morfologica entre espécies. Os espermatozoides de 4. gigas
tém dois flagelos, cabeg¢a arredondada, uma pega intermediaria mais curta e um
comprimento total de 72um (Torati et al., 2024). O aumento do comprimento do
espermatozoide estd associado as espécies que realizam fertilizagdo no substrato onde os

ovos sao depositados, possivelmente devido as vantagens mecanicas que essa
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caracteristica oferece para superar barreiras fisicas e facilitar a locomogao até o odcito

(Balshine et al., 2001; Koenig et al., 2021).

Torati et al. (2024) mencionam outras espécies que apresentam espermatozoides
biflagelados, destacando que, entre o osteoglossideo, apenas o H. niloticus possui essa
caracteristica at¢ o momento. Os mesmos autores também ressaltam que essa espécie
compartilha diversas semelhancas biologicas com o pirarucu. Espermatozoides
biflagelados também foram relatados por Matos et al. (2002) para o Satanoperca jurupari,
membro da familia Cichlidae. Se os espermatozoides biflagelados sdo vantajosos quando
a competicdo espermatica ¢ alta, pode-se esperar que flagelos adicionais confiram
maiores habilidades competitivas, potencialmente aumentando a motilidade, melhorando
a manobrabilidade ou excluindo outros espermatozoides de entrar na micrépila
(Montgomerie et al., 2009; Koenig et al., 2021). Para Koenig et al. (2021) a morfologia
espermatica ¢ influenciada pela competicdo espermatica e pelo ambiente de fertilizagao,
mas seu valor adaptativo especifico ainda requer investigagdo detalhada, especialmente

em casos como o espermatozoide biflagelado.

Assim, como nas outras varaveis que sao analisadas, a morfologia espermatica varia
de espécie para espécie (Murgas et al., 2015). As alteragcdes morfoldgicas primarias
podem ocorrer devido a varios fatores, como efeitos bioldgicos (nutri¢do, idade, estagio
de maturagdo gonadal) (Miliorini et al., 2011; Costa et al., 2019). No entanto, as alteragdes
secunddrias estariam relacionadas aos procedimentos de manejo durante a coleta do
sémen (Herman et al. 1994; Murgas 2011), osmolaridade do meio de ativagdo, preparagao
das laminas, método de coloracdo das células espermaticas (Miliorini et al., 2011; Costa
et al., 2019). No estudo de Shiro Junior (2013), por exemplo, foi registrada uma taxa de
95% de normalidade nos espermatozoides de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum).
Costa et al. (2019) encontraram 67,35% de células normais para o jundid (Rhamdia

quelen).

A propor¢ao de espermatozoides com morfologia normal para o pirarucu foi de
48,90%. A presenca elevada de anomalias morfologicas pode comprometer
significativamente a fertilizacdo, tornando essencial relacionar a morfologia espermatica
com a concentragao celular para a defini¢gao adequada da dose inseminacao em sistema
de reproducdo em cativeiro (Costa et al., 2022). Nesta espécie, caracterizada por

espermatozoides biflagelados, o flagelo quebrado foi a anomalia morfologica mais
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recorrente, com ocorréncia média de 17,70%, indicando elevado comprometimento
estrutural da cauda e possivel impacto sobre a eficiéncia do deslocamento celular.
Espermatozoides com flagelos danificados certamente terdo menos sucesso na
fertilizagdao devido a sua oscilagdo e movimento circular ndo progressivo (Kavamoto et
al., 1999). Observou-se uma baixa incidéncia de espermatozoides com uma das caudas
quebradas. Embora sua ocorréncia tenha se mostrado limitada neste estudo, essa alteragdo
estrutural pode comprometer a capacidade competitiva da célula na busca pela micropila.
Visto que o flagelo do espermatozoide tem duas fungdes principais: como propulsor e
como leme, proporcionando motilidade e orientagdo, respectivamente (Boryshpolets et

al., 2018)

O conhecimento da osmolaridade do sémen em teledsteos, € essencialmente
importante, pois os espermatozoides permanecem quiescentes na osmolaridade do plasma
seminal (Vieira et al., 2011). Foi relatado que a osmolaridade do plasma seminal dos
teleosteos varia de 230 a 350 mOsm/kg (Morisawa et al., 1983; Kowalski et al., 2019).
Entre os peixes, a menor osmolaridade do plasma seminal ¢ encontrada no esturjdo e
geralmente ndo excede 100 mOsm/kg, e a mais alta na perca eurasiana pode chegar a 500
mOsm/kg (Kowalski et al., 2019). Valores de osmolaridade seminal se diferem entre
espécies de peixes. Para o C. macropomum, Pinheiro et al. (2016) reportaram 298,2 +
11,7 mOsm/kg. Em contrapartida, Franga et al. (2020) registraram valores de 381 + 8
mOsm/kg em Brycon orbignyanus e de 345 + 16 mOsm/kg em Prochilodus vimboides. A
osmolaridade registrada para o 4. gigas, foi de 302,70 + 104,30 mOsm/kg, valor que se
aproxima dos observados para outras espécies de peixes. Valores mais baixos de
osmolaridade podem estar associados a uma menor concentracdo ionica do plasma
seminal e/ou contaminacdo por urina (Franga et al., 2020). A osmolaridade pode estar
altamente relacionada e influenciar alteragcdes da motilidade espermatica, seu aumento ou

diminui¢do podem favorecer fatores que podem elevar as alteragcdes morfologicas.

A identificacdo de cistos espermaticos nao rompidos no sémen do pirarucu
representa um achado incomum e de grande relevancia para a compreensao da fisiologia
reprodutiva da espécie. Apesar de ampla disponibilidade de estudos sobre a
espermatogénese em peixes, a maioria das descri¢des de cistos espermaticos esta restrita
ao ambiente intratesticular, como parte do processo normal de desenvolvimento das
células germinativas. Na maioria dos teledsteos, os cistos se abrem no final da

espermiogénese, liberando os espermatozoides no lumen do tiibulo ou l6bulo (Dymek et
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al. 2024). A presenga dessas estruturas no ejaculado pode sugerir uma liberagdo
incompleta atipica do contetido testicular, possivelmente relacionada a alteragdes nos
mecanismos de espermiacao, falha no transporte espermatico ou a um dano mecanico
ocorrido no momento da coleta, particularmente no momento da massagem abdominal.
A busca por referencias especificas que relatem a ocorréncia dessas estruturas no sémen
revelou-se limitada, indicando uma lacuna significativa no conhecimento sobre possiveis
variacdes ou anomalias no processo de espermiagdo. Essa falta de dados dificulta a
comparagao direta com outros estudos e refor¢a a importancia de relatar e investigar tais
peculiaridades, que podem ter implicagdes relevantes para a compreensao da fisiologia

reprodutiva do 4. gigas.

O CASA esta especialmente bem adaptado para espermatozoides de peixes, cuja
motilidade dura por periodos muito curtos e varia muito rapidamente (Fauvel et al., 2010).
Na grande maioria das espécies de peixes de agua doce, a motilidade ndo dura mais do
que 0,5 a 2 minutos (Cosson, 2010). De acordo com Kowalski et al. (2019), nas ultimas
duas décadas o sistema consolidou-se como uma ferramenta amplamente utilizada e
eficaz na avaliacdo da motilidade espermatica, permitindo também a obten¢do de um
conjunto ampliado de pardmetros cinéticos, como VCL (um.s'), VAP (um.s!), VSL
(um.s), PRG (%), LIN (%), WOB (%) e BCF (Hz). O CASA também permite rastrear
os espermatozoides de forma individual, essa analise permite classificagdo heterogénea
em subpopulagdes homogéneas, agrupando espermatozoides com padrdes de motilidade
semelhante (Martinez-Pastor et al., 2008). Segundo Fauvel et al. (2010), essa abordagem
¢ relevante por possibilitar uma avaliagao mais detalhada da qualidade seminal a partir da

analise de clusters de espermatozoides.

Geralmente, a duragdo da motilidade ¢ um trade-off entre o nivel de estoques de
energia possuidos por uma célula e o processo de dano osmotico experienciado pela célula
(Boryshpolets et al., 2018). A motilidade ¢ drasticamente afetada pelo tempo pos-
ativacgdo, o que limita o tempo de anélise (Caldeira et al., 2019). Quando o espermatozoide
¢ ativado pelo contato com meio externo, ele atinge a velocidade méaxima quase
imediatamente e comega a queimar os recursos de energia armazenados (Cosson, 2010.;
Maikinem et al., 2025). Enquanto na tilapia (Sarotherrodon melanotheron heudelotii) essa
atividade pode se prolongar por mais de uma hora (Legendre et al., 2016; Prokopchuk et
al., 2017), na truta arco-iris € extremamente limitada, variando entre 20 e 30 segundos

(Boryshpolets et al., 2013). Para o 4. gigas, os resultados obtidos neste estudo indicam
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um tempo médio de motilidade de 46,5 + 4,92 segundos, situando a espécie em um padrao

intermedidrio em relagdo a outras espécies.

Em geral, sémen de alta qualidade deve apresentar uma taxa de motilidade dos
espermatozoides acima de 80% (Kowalski et al., 2019). Estudos recentes demostram que
a taxa de motilidade espermatica pode variar significativamente entre espécies de peixes,
mas, em geral, apresenta indices elevados. Foram reportados valores proximos de 89, 2%
C. macropomum (Santos et al., 2023), chegando a 100% em Prochilodus lineatus
(Andrade et al., 2012), 68,1% em Brycon hilarii (Costa et al., 2022), superior a 90%
Oreochromis niloticus (Dzyuba et al., 2019), 96,7% em Oncorhynchus mykiss (Inanan et
al., 2015). No pirarucu a motilidade apresentou valor médio proximo 58,43 %, revelando
desempenho inferior a outras espécies comumente utilizadas na piscicultura. O
entendimento da ativagdo da motilidade espermatica ¢ essencial para otimizar a
fertilizagao artificial (Franga et al., 2020). A duragdo da motilidade pode ser influenciada
por alguns fatores como a osmolaridade que envolve os espermatozoides (Alavi et al.,
2019), os compostos do meio de ativagao (Kowalski et al., 2019). Ainda, sabe-se que ions
de potassio no s€émen tem efeitos inibitorios sobre a motilidade dos espermatozoides em
trutas marrons (Salmo gairdneri) (Morisawa et al., 1980; Browne et al., 2014). Em
ciprinideos, foi demostrado que o pH extracelular e intracelular influenciam a iniciagao e

duracdo da motilidade (Marian et al., 1997; Prokopchuk et al., 2017).

Conforme relatado por Boryshpolets et al. (2018), os espermatozoides de peixes
caracterizam-se por uma elevada frequéncia inicial de batimentos flagelares, geralmente
superior a 60 ciclos por segundo. Esse padrdo de resposta intensa e imediata ¢ uma
caracteristica comum para maioria das espécies e reflete a necessidade de deslocamento
rapido logo apos a ativacdo. Portanto, avaliar os parametros de motilidade proximo a
ativacdo entre 6 e 8 segundos ¢ essencial (Kowalski et al., 2019). Zabotto (2025)
conseguiu iniciar as andlises para truta arco-iris aos 5 segundos. A taxa de motilidade
observada nesse estudo para o pirarucu pode estar associada ao fato de as analises terem
se iniciado apenas aos 10 segundos pos-ativacdo. Em muitos peixes, o0 movimento atinge
seu pico imediatamente apds o contato com o meio ativador e diminui rapidamente.
Assim, ao iniciar a avaliacdo ap0s esse intervalo, € provavel que o periodo de motilidade
maxima nao tenha sido capturado, o que pode ter levado a uma estimativa menor do real

desempenho dos espermatozoides do pirarucu.
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A avaliagdo da qualidade seminal do pirarucu deve ir além da descricao estrutural
das células, incorporando andlises funcionais capazes de captar a heterogeneidade do
comportamento espermatico. A compreensao dessa variabilidade ¢ fundamental para
interpretar de forma mais precisa o potencial reprodutivo da espécie, especialmente
considerando suas particularidades morfologicas e fisioldgicas. Nesse sentido, a
aplicacdo de ferramentas estatisticas multivariadas, como andlise de cluster, representa
um avango metodologico relevante ao permitir a identificagdo de subpopulagdes

espermaticas.

A andlise de cluster ¢ um método de estatistica multivariada comumente usada que
agrupa espermatozoides usando parametros de um grande conjunto de dados (Kanno et
al., 2017). Essa abordagem permite quantificar e caracterizar subpopulacdes de
espermatozoides com destintos padrdes cinéticos em amostras de s€émen, tanto em termos
numéricos quanto em propor¢do relativa (Oliveira, 2019). Apesar das vantagens
proporcionadas pelas informagdes obtidas através da analise de cluster, esse método ainda
¢ pouco aplicado a anélise da motilidade de espermatozoides de peixe (Gil et al., 2015).
Neste trabalho, a aplicagdo da andlise de cluster permitiu identificar grupos distintos de
espermatozoides do pirarucu com padrdoes de movimento especifico. Essa abordagem
forneceu uma visdo mais detalhada da variabilidade espermatica, revelando
subpopulagdes com maior ou menor desempenho, o que ndo seria perceptivel apenas por
medias gerais. Esses resultados contribuem para uma compreensdo mais precisa do

potencial reprodutivo da espécie .

Estudos com diferentes espécies de peixes t€ém demonstrado a presenga de
subpopulagdes espermaticas com padroes distintos de motilidade. Em Solea senegalensis,
Martinez-Pastor et al. (2008) identificaram quatro clusters representando essas variagdes.
No tambaqui (C. macropomum), Gallego et al. (2017) utilizaram a andlise de cluster para
avaliar a relacdo entre a velocidade dos espermatozoides e o sucesso de fertilizagdo. De
forma semelhante Kanuga et al. (2012) descreveram trés subpopulagdes no s€émen da truta
arco-iris (O. mykiss) além de citarem a ocorréncia de subpopulacdes em outras espécies.
Parametros de velocidade estdo relacionados e influenciam diretamente outras variaveis,
essas varidveis determinam o cluster ao qual cada espermatozoide pertence com um alto
grau de precisdo (Gil et al., 2015). Neste trabalho, foram reconhecidos quatro clusters
distintos de espermatozoides. O isolamento de forma individual de cada célula

espermatica do pirarucu foi fundamental para poder estabelecer um padrao de
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movimentagdo, e assim, agrupar cada célula em sua categoria (estaticas, lentas,
intermedidrias e rapidas). Com essa defini¢do também foi possivel verificar que o numero

de células muito rapidas foi expressivamente menor em comparacao as outras categorias.

As configuragoes do plugin CASA foram adaptadas para distintas espécies, sendo
ajustadas conforme as diferentes particularidades morfologicas e cinéticas dos
espermatozoides. Essas configuragdes foram aplicadas para o Danio rerio (Wilson-Leedy
e Ingermann, 2007), Rhamdia quelen (Sanches et al., 2010), Steindachneridion
melanodermatum (Bombardelli et al., 2011), Steindachneridion parahybae (Sanches et
al., 2012) e Oncorhynchus mykiss (Zabotto, 2025). Sanches et al., (2012) observaram que
dentre as configura¢des do plugin/CASA, a VCL, a VAP e a VSL sdo essenciais para

avaliar os parametros espermaticos.

A classificagdo da motilidade espermatica em peixes pode ser estabelecida por meio
da velocidade, especialmente a VCL. Onde valores baixos indicam células iméveis e
valores mais altos permitem diferenciar niveis de atividade, refletindo a qualidade do
sémen. Estudos em diferentes espécies de peixes tém estabelecido valores-limite de VCL
para identificar células iméveis. Em Lates calcarifer, Marc et al. (2023) propuseram o
ponto de corte em VCL < 15 pm.s’, enquanto para Balantiocheilos melanopterus,
Podhorec et al. (2022) indicam VCL< 10 um.s!. J4 em C. macropomum, Gallego et al.
(2017) consideraram VCL < 20 pum s!, valor também adotado por Butzge et al. (2021)
para O. mikiss. A caracterizagdo espermdtica do A. gigas, representa um avango
estratégico para o aprimoramento das praticas reprodutivas aplicadas a espécie. A
utiliza¢do de software livre possibilitou a avaliacdo de forma individualizada das células
espermaticas, resultando em dados relevantes para compreensao desta ferramenta para
analise espermatica do pirarucu. Com isso, foi possivel encontrar uma configuragdo para
a avaliagdo espermatica computadorizada que melhor se adeque para esta espécie.
Verificou-se que as células consideradas moveis apresentaram velocidades iguais ou
superiores a 41 um.s”'. Com base nisso, a combina¢do que melhor considerou células

méveis foi definida como VSL= 10 pm.s!, VAP= 15 um.s! e VCL=40 pm.s.

As velocidades espermaticas em peixes tendem a atingir seus valores mais elevados
imediatamente apos a ativacao, conforme relatado em diferentes espécies (Alavi et al.,
2006; Prokopchuk et al., 2017). Valores de VCL variam amplamente entre grupos, como

na enguia europeia (Anguilla Anguilla) 164,31 um.s', esturjdo siberiano (Acipenser
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baerii) 208, 68 pm.s™! e salmao do Atlantico (Salmo salar) 238, 19 pm.s™! (Caldeira et al.,
2019). Em espécies neotropicais, também se observam diferengas marcantes, como no
Brycon insignis (127,11 pm.s™) e Brycon amazonicus (116,36 pm.s™') (Seabra de Souza
etal., 2022) além de Steindachneridion parahybae (132,71 pm.s') (Sanches et al., 2016).
Espécies de clima temperado, como a Perca flavescens, podem alcangar velocidades
ainda mais altas, chegando a 379,70 um.s™! (Dabrowski et al., 1996; Kowalski et al. 2019).
O pirarucu apresentou VCL média de 394 um.s™!, superando os valores ja descritos para
a maioria das espécies. Destaca-se ainda a presenca de células individuais com
velocidades superiores a 790 um.s!, resultado que pode estar associado a caracteristica
biflagelada dos espermatozoides dessa espécie. No entanto, essa hipotese demanda
investigacdes adicionais para ser confirmada. Considerando o padrdo de deslocamento
das células, aquelas com trajetérias mais longas foram classificadas como rapidas, as
intermediarias apresentaram caminho menor que as rapidas, mas superior as lentas; ja as
lentas exibiram deslocamento reduzido, distinto das células estaticas. Com base nesses
critérios, sugerimos para o pirarucu a seguinte categorizagio: rapidos > 238 pum.s’;
intermediarios de 131 pm.s a 237 pm.s!; lentos 41 um.s a 131 um.s! e os estaticos <

41 pm.s.

A distancia maxima entre frames define a maior velocidade permitida para que uma
célula seja acompanhada pelo sofiware. Quando um espermatozoide ultrapassa esse
limite, ele deixa de ser reconhecido pelo sistema e ¢ automaticamente removido da
analise. Entdo, de forma cautelosa, para configuracdo nas analises espermaticas do 4.
gigas adotou-se usar o valor de (d=12), assegurando a deteccdo adequada das células de
maior velocidade. Resultados proximos foram relatados para o Rhamdia quelen, com
d=12 (Neumann et al., 2019), enquanto outros estudos com a mesma espécie indicaram
um valor ligeiramente inferior, de d= 10 (Franca et al. 2022). J& em Steindachneridion
parahybae, observou-se um valor mais elevado, de d=15 (Sanches et al. 2012). A
avaliacdo das trajetorias espermaticas, obtidas a partir de sequencias de 25 e 100 frames
em intervalos de 10 e 35 segundos, confirmou a adequagdo das configuragdes
previamente estabelecidas. Durante o processamento, células que se deslocaram para fora
do campo de visualizagdo foram automaticamente desconsideradas, assim como aquelas
classificadas como estaticas. Esse procedimento assegurou a aplicacdo correta dos

critérios do padrao real de motilidade espermatica.
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As configuragdes propostas neste estudo para o pirarucu demonstram-se adequadas
em amostras que apresentem cistos, garantindo resultados consistentes dentro dessas
condi¢gdes. Contudo, ¢ evidente a necessidade de investigacdes adicionais que
aprofundem essa questdo. Uma possibilidade relevante seria aprofundar a analise dos
cistos por meio de estudos histoldgicos, a fim de caracterizar de forma mais precisa sua
natureza e propriedades estruturais. Outra alternativa seria o aumento da diluicdo das
amostras, ainda que isso contrarie protocolos mais convencionais, pois pode melhorar a
individualizagdo das trajetorias e a robustez dos resultados. Tal abordagem pode nao
apenas aumentar a precisdo das estimativas cinéticas, mas também contribuir para a

definicao de protocolos mais especificos e reprodutiveis para a espécie.
6 CONCLUSAO

Em conclusdo, a pesquisa contribuiu para avangar o conhecimento sobre a
reproducao do pirarucu, evidenciando caracteristicas tnicas do sémen. A padronizagao do
plugin CASA no software Imagel respeitando as caracteristicas da espécie pode ser usada
com eficiéncia na avaliagdo espermatica. A presenga de padrdes rapido-linear,
progressivo-curvilineo e lento-irregular demonstra que a motilidade espermatica do
pirarucu ¢ fundamentalmente heterogénea e organizada em subpopulagdes distintas.
Orienta-se para esta espécie uma avalia¢do utilizando 50 frames (0,5s), € para o considerar
as células moveis a combinagdo VSL= 10 um s™!, VAP= 15 pm s! e VCL=40 um s™.. A
predominancia de alteragdes como cabeca solta e flagelo quebrados trazem um impacto
negativo sobre a funcionalidade dos espermatozoides. Esse cenario destaca a importancia

de protocolos analiticos especificos para espécies com morfologia biflagelada.
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