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RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar o efeito da inclusdo de acidos graxos poli-
insaturados 6mega-3 (PUFAs-03) na dieta de machos de Astyanax lacustris sobre o
desempenho, a qualidade seminal e a resisténcia dos espermatozoides a baixa
temperatura. Para tal, 400 machos foram dispostos em 20 caixas de 180 L e
alimentados durante 105 dias com dietas isoproteicas (32% PB) contendo 0, 3, 6 e 9%
de incluséo de 6leo de peixe marinho (OPM) rico em PUFAs-63. Foram avaliados os
parametros de desempenho zootécnico, a qualidade seminal e a crioresisténcia dos
espermatozoides ao processo de congelacédo e descongelacdo. Para os parametros
de desempenho ndo foram observadas diferencas significativas entre os niveis de
inclusao de 6leo marinho. Entretanto, foi observado uma alteracao do perfil de &cidos
graxos nos musculos, com o aumento da quantidade de DHA no tratamento com 3%
de OPM e EPA no tratamento com 6% de OPM. A inclusédo de PUFAs-03 na dieta de
A. lacustris influenciou positivamente os parametros cinéticos espermaticos, sendo
gue os niveis com 6 e 9% de OPM proporcionaram valores significativamente maiores
para a maioria dos parametros analisados. Apés analise dos resultados pode-se
concluir que, a adicdo PUFAs-063 na alimentagdo de reprodutores melhorou a
qualidade do musculo e, aumentou significativamente a qualidade seminal dos
machos de A. lacustris, melhorando as os parametros cinéticos dos espermatozoides.
Entretanto, para o sémen criopreservado, apesar de nao influenciar nas
caracteristicas cinéticas dos espermatozoides pds descongelacdo, manteve a
capacidade de fertilizacdo dos gametas com uma leve indicacdo para o tratamento

com 6% de OPM e para o uso da solugao crioprotetora 1.

Palavras-chave: reproducdo; acidos graxos poli-insaturados; lambari-do-rabo-

amarelo; espermatozoides de peixes; congelacao.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of including omega-3 polyunsaturated fatty
acids (PUFAs-03) in the diet of Astyanax lacustris males, on productive performance,
seminal quality and sperm resistance to low temperatures. To this end, 400 males were
placed in 20 boxes of 180 L and fed for 105 days with isoprotein diets (32% CP)
containing 0, 3, 6 and 9% inclusion of marine fish oil (OPM) rich in PUFAs-63.
Zootechnical performance parameters, seminal quality and sperm cryoresistance to
the freezing and thawing process were evaluated. For performance parameters, no
significant differences were observed between marine oil inclusion levels. However, a
change in the profile of fatty acids in the muscles was observed, with an increase in
the amount of DHA in the treatment with 3% OPM and EPA in the treatment with 6%
OPM. The inclusion of PUFAs-03 in the diet of A. lacustris positively influenced sperm
kinetic parameters, with levels with 6 and 9% of OPM provided significantly higher
values for most of the analyzed parameters. After analyzing the results, it can be
concluded that the addition of PUFAs-63 in the feeding of breeding animals improved
the quality of the muscle and significantly increased the seminal quality of the A.
lacustris males, improving sperm kinetic parameters. However, for cryopreserved
semen, despite not influencing the kinetic characteristics of spermatozoa after thawing,
it maintained the fertilization capacity of gametes with a slight indication for treatment

with 6% OPM and the use of cryoprotectant solution 1.

Keywords: reproduction; polyunsaturated fatty acids; yellowtail lambari; fish sperm;

freezing.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura cresceu substancialmente nas ultimas décadas, alcangando um
novo recorde de producdo em 2020 de 122,6 milhdes de toneladas de peso vivo (FAO,
2022). No Brasil, a aquicultura teve uma producao de 860,355 toneladas em 2022, um
crescimento de 2,3% em relacdo a 2021 (PEIXE BR, 2023).

O lambari-do-rabo-amarelo, Astyanax lacustris € uma espécie nativa, de
pequeno porte, que € produzida no Brasil principalmente devido ao mercado de iscas
vivas e também para o consumo humano. Em 2021 foram produzidos 599,380
quilogramas de lambari, sendo a regido Sudeste a maior produtora (271,101 kg), com
destaque para S&o Paulo como maior produtor de lambari (167,130 kg) (IBGE, 2021).

O sucesso da criacdo em cativeiro depende, dentre outros fatores, de uma
nutricdo adequada, que atenda as exigéncias para a espécie, evitando danos a saude
animal, reduzindo o estresse e ocasionando um crescimento saudavel e maior
eficiéncia alimentar (Oliva-Teles 2012). Além disso, a nutricdo influéncia no sucesso
reprodutivo da espécie (Lall; Tibbetts, 2009).

A adequada nutricdo de peixes requer que a dieta forneca proteinas,
carboidratos, lipideos, vitamina e minerais. Entre os lipideos destaca-se a importancia
dos acidos graxos, em especial os poli-insaturados (PUFAS), pois participam dos
processos de sintese de horménios eicosanoides, organogénese e estrutura e
composicdo de membranas (Kottmann et al., 2020; Lall; Tibbetts, 2009).

Os PUFAs atuam na reproducéo nos processos de gonadogénese, ovulacéo,
fertilidade, desova, incubacdo de ovos, embriogénese, composicao e qualidade das
larvas, fatores esses importantes para o sucesso reprodutivos na piscicultura (Asil et
al., 2017; Agh et al., 2019; Hilbig et al., 2019). Os PUFAs proporcionam ainda uma
crio resisténcia e aumentam a viabilidade dos espermatozoides de peixes,
principalmente por atuarem na estrutura, composigéo e fluidez das membranas dos
espermatozoides, fatores fundamentais para criopreservacao de sémen, técnica que
permite a conservacdo de material genético por tempo indeterminado (Lahnsteiner et
al., 2009; Carvalho, 2012; Horokhovatskyi et al., 2016; Diaz et al., 2018). Isto ocorre
porque os PUFAs sdo componentes de fosfolipidios das biomembranas dos peixes
incluindo a dos espermatozoides, e o teor de PUFAs da dieta pode alterar a

composicéo lipidica da membrana dos espermatozoides, aumentando assim a sua
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fluidez devido ao aumento de PUFAs na membrana. Além disso, os PUFAs alteram a
temperatura na transicao entre os estagios liquido e cristalino, diminuindo a formacéo
de cristais de gelo, e consequentemente aumentando a resisténcia ao processo de
congelamento e descongelamento (Izquierdo et al., 2001; Lahnsteiner et al., 2009;
Rodrigues et al., 2017; Diaz et al., 2021)

Como os peixes ndo sao capazes de sintetizar esses PUFAS, € necessario a
inclusdo dos mesmos na dieta. Portanto torna-se evidente a importancia de estudos
para avaliar os efeitos dos PUFAs sobre o desempenho zootécnico de peixes e

eficiéncia na criopreservacao de sémen.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Lipidios na nutricdo de peixes

A nutricdo de peixes avancou significativamente nos ultimos anos, com o
estabelecimento de dietas para diferentes espécies, o que proporciona bom
desempenho zootécnico e saude (Craig; Kuhn; Schwarz, 2017). Isto porque a nutricdo
juntamente com o manejo alimentar tem influéncia direta no crescimento, reproducao,
salde, resposta a estressores e patdégenos fisiologicos e ambientais (Lall; Tibbetts,
2009).

Como os demais animais, 0s peixes necessitam de lipidios, aminoacidos,
fibras, hidrato de carbonos, vitaminas e minerais, nutrientes cuja as quantidades séo
fornecidas na dieta e de acordo com a espécie, idade, fun¢des produtivas e condi¢cdes
ambientais (Santos et al., 2014). Dentre estes nutrientes, o lipidio tem grande
importancia por influenciarem no crescimento e desenvolvimento dos peixes (Qin et
al.,2022).

Lipidio é a palavra utilizada para definir um grupo de substancias que tém como
caracteristicas a insolubilidade em agua, mas é soluvel em solventes nao polares tais
como cloroférmio, alcoois e hidrocarbonetos (Gurr; James, 1980). Os lipidios incluem
os triacilglicerdis, ésteres de cera, esterois e fosfolipidios e tem como funcdes ser
fonte de energia, participar de vias de sinalizacdo, fornecer acidos graxos essenciais,
serem componentes estruturais das membranas celulares, precursores para sintese
de outros produtos celulares, além de agir na regulacéo e controle de doencas (Sud,

et al., 2007; Turchini; Torstensen; Ng, 2009; Fahy et al., 2011). Quanto a sua
12



classificacéo, os lipidios podem ser classificados de acordo com suas propriedades
fisicas em temperatura ambiente (gordura - solidas; oOleos - liquidos), polaridade
(polares ou neutros), estrutura (simples, complexos ou derivados) ou sua
essencialidade para os humanos (acidos graxos essenciais ou nao essenciais) (Akoh,
2017).

No entanto, essa definicdo ndo abrange todos os lipidios, por exemplo, os
acidos graxos com quatros carbonos em suas caudas alifaticas que se misturam a
agua, mas sdo insollveis para solventes ndo polares (Akoh, 2017). O interesse no
estudo destes compostos data do século XIX, quando Vogel em 1847 identificou o
colesterol nas placas de ateroma (Barbosa et al., 2007). Ja no século XX em estudo
com esquimaos, Bang e Dyerbeg (1972) sugeriram pela primeira vez o efeito protetor
dos acidos graxos sobre as doencas cardiovasculares.

2.1.1. Acidos graxos

Os é&cidos graxos sao acidos carboxilicos contendo uma cadeia de
hidrocarbonetos com comprimento variavel, e uma extremidade terminada em um
grupo metil e outra extremidade com um grupo carboxila (Yaqoob; Calder, 2007,
Tvrzicka et al., 2011). Os acidos graxos podem ser classificados de acordo com a
presenca e numero de ligacdes duplas, pela quantidade de atomos de carbono, pela
localizacédo das ligacGes duplas e pela orientacdo da dupla ligacdo (Kalish; Fallon;
Puder, 2012).

Acidos graxos saturados (AGS) apresentam apenas ligacdes simples entre
suas cadeias carbdnicas, enquanto nos acidos graxos insaturados (AGI) as cadeias
carbbnicas sao unidas por duplas ligagdes. Em funcéo do nimero de duplas ligacoes,
0s AGI séo classificados em monoinsaturados ou poli-insaturados. Os &cidos graxos
saturados (AGS) sao divididos de acordo com o comprimento da sua cadeia de
carbono em: cadeia curta (3-7 carbonos), os de cadeia média (8 a 13 carbonos em
sua cadeia) e os de cadeia longa que possuem acima de 14 carbonos. Os AGI também
podem ser classificados como cadeia curta (menor que 19 carbonos), cadeia longa
(20-24 carbonos) e cadeia muito longa (maior que 25 carbonos) (Gurr; Harwood, 1991;
Kalish; Fallon; Puder, 2012; Santos et al., 2013).

J& os acidos graxos poli-insaturadoss (PUFAS) sdo ainda divididos em trés
grupos/familias de acordo com posi¢do da ultima dupla ligacdo em relacdo ao grupo
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metil terminal da sua cadeia carbdnica em: acidos graxos poli-insaturados da série n-
3 (w-3- 6mega 3), n-6 (w-6 - 6mega 6) e n-9 (w-9 -6mega 9) (Shaikh; Edidin, 2006).
Os w-3 sédo derivados do acido -linolénico (ALA), os w-6 derivados do acido linoleico
(LA) e w-9 sado derivados do acido oleico (OA) (Kalish; Fallon; Puder, 2012).

Dentre os PUFAs, o ALA e o LA séo considerados acidos graxos essenciais
(AGE), pois ndo podem ser sintetizados pelos animais e desta forma devem ser
obtidos através da dieta (Yaqoob; Calder, 2007). A partir desses &cidos, por processo
de dessaturacdo e alongamento através das enzimas Fads e Elovl, os animais os
convertem em &cidos de graxos poli-insaturadoss de cadeia longa (LC-PUFA), como
o acido docosahexaendico (DHA; 22: 6 n-3), acido eicosapentaendico (EPA; 20: 5 n-
3) a partir do seu precursor ALA e o &cido araquidénico (ARA; 20: 4 n-6) a partir de
LA. Estes LC-PUFA sao necessarios para diversos processos no organismo animal
(Tvrzicka et al., 2011; Tilami; Sampels, 2018). No entanto, o metabolismo dos acidos
ALA e LA é realizado pelas mesmas enzimas, 0 que gera uma competicdo mas o LA
tem maior disponibilidade para conversdo o que ocasiona menor sintese de EPA e
DHA de forma enddgena (Colussi et al., 2017).

Assim, EPA e DHA sdo também adquiridos através da alimentacdo com
destaque para os peixes que séo a principal fonte de LC-PUFA para humanos, em
especial o salmédo. Ja seu precursor ALA é encontrado em 6leos derivados de soja,
chia, nozes e colza por exemplo (Michalak; Mosinska; Fichna, 2016). Quanto aos
peixes e outros animais, esses LC-PUFA s&o adquiridos pela suplementacéo da ragao
com ingredientes ricos em EPA e DHA como o 6leo de peixe ou seu percursor ALA

no caso de Oleos vegetais (Oboh et al., 2016)

Os PUFAs possuem uma importancia fundamental para os diferentes animais,
por participarem de diversas func¢des bioldgicas que incluem fungcdo na estrutura,
fluidez e capacidade de reposta de membrana celulares, fonte de energia, precursores
de eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos), possuem
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e antitrombdticas (Yaqoob; Calder,
2007; Tian; Lei; Ji, 2015; Bentsen, 2017; Colussi et al., 2017; Zarate et al., 2017; Saini;
Keum, 2018). Além disso, estdo envolvidos em aspectos da reproducgéo tantos de
humanos como animais (Coyne et al., 2008; Esmaeili et al., 2012; Tran; Malla; Tyagi,
2017; Gonzalez-Ravina et al., 2018; Castro et al., 2019; Hilbig et al., 2019;).
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2.1.2. Acidos graxos poli-insaturadoss (PUFAs) no desempenho

produtivo de peixes

O acréscimo de lipidios na dieta de peixes melhora o crescimento e a eficiéncia
alimentar, além de melhorar a utilizacéo efetiva da proteina dietética, poupando assim
a utilizacdo da proteina como fonte de energia (Chatzifotis et al., 2010; Ghanawi et al.,
2011). Além disso o aumento de lipidios na dieta pode melhorar o perfil de acidos
graxos poli-insaturados (PUFAs) no musculo dos peixes, melhorando assim a
qualidade da carne e beneficiando a saude humana (Lim et al., 2010; Al-Souti et al.,
2012).

A utilizacdo de 6leo de salmdo como fonte lipidica na dieta de A. lacustris
resultou em maior deposicao de acido docosahexaendico (DHA; 22: 6 n-3) e acido
eicosapentaenoico (EPA; 20: 5 n-3) no musculo de machos e fémeas em comparacao
com a utilizacdo do Oleo vegetal (Gongalves; Ferolli; Viegas, 2012). Oliveira et al.
(2021) avaliaram o efeito do tempo de alimentacao com dieta contendo acido linoleico
conjugado (CLA) para a mesma espécie, e também relataram um aumento linear de

PUFAs na carcaca, principalmente de DHA.

Ja4 Campelo et al. (2015) analisaram o efeito de diferentes niveis de CLA na
dieta de A. lacustris e concluiram que este pode ser incluido na dieta da espécie em
até 2,5% sem prejudicar a composi¢do quimica da carcaca, apesar de que neste
estudo foi apontado que os valores de EPA diminuiram de acordo com o aumento do
CLA da dieta. Ainda para A. lacustris foi verificado que a associacao de 6leo de
gergelim a diferentes fontes de lipidios na dieta alterou significativamente o perfil de
acidos graxos, em especial os acidos linoleico, linolénico, araquiddnico,

eicosapentaenoico e docosaexaenoico (Natori et al., 2016).

Para alevinos de Puntius gonionotous a suplementacéo da dieta com oOleo de
peixe (12%) resultou em a maior taxa de crescimento especifico, indice de eficiéncia
proteica e teor de lipidios de corpo inteiro, e a melhor taxa de converséo alimentar.
Além disso, o nivel de acidos graxos saturados e poli-insaturados de cadeia longa
(LC-PUFA) no mdusculo aumentou significativamente com o aumento da
suplementacao de o6leo de peixe (Nayak et al., 2018). Esse efeito positivo também foi
observado para a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) sendo que a utilizacéo de 6%
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de 6leo de palma na racdo melhorou o ganho de peso, a taxa de crescimento, 0 peso
corporal final e a taxa de conversao alimentar (Ayisi; Zhao; Rupia, 2017).

No entanto a quantidade de lipidios utilizada nas dietas devem ser adequadas
para cada espécie, uma vez que seu excesso pode resultar em efeito contréario,
prejudicando o crescimento dos animais ja que a maior quantidade de lipidios pode
diminuir o consumo da racéo, além de também ocasionar a deposi¢cdo de gorduras
(Ling et al., 2006; Fan et al., 2021). Para a carpa comum (Cyprinus carpio) o ganho
de peso e a taxa de crescimento melhoraram com o aumento da quantidade de lipidios
da dieta de 3% para 6%, no entanto, quantidades superiores ocasionaram uma
diminuicao significativa do desempenho de crescimento (Fan et al., 2021).

Para a espécie A. lacustris os estudos indicaram que a inclusédo de lipidios na
dieta ndo afetam o desempenho (Campelo et al., 2015; Natori et al., 2016; Chaves et
al., 2019). Entretanto apenas Tavares (2011), avaliando o efeito de diferentes fontes
de O6leos vegetais sobre o desempenho da espécie, observou uma diferenca
significativa para taxa de sobrevivéncia, porém os demais parametros zootécnicos ndo

foram afetados pelas fontes de lipidios.

2.1.3. Acidos graxos poli-insaturadoss (PUFAs) na reproducéo de

peixes

O desempenho reprodutivo em peixes € influenciado dentre outros fatores pela
guantidade de &cidos graxos essenciais (AGE) na dieta, tendo efeito sobre a
maturacdo de odcitos, fertilidade, ovulacéo, sucesso de incubacdo e qualidade das
larvas (Izquierdo; Fernandez-Palacios; Tacon, 2001; Li et al., 2005; Furuita et al.,
2007). Além disso o teor de AGE em especial os PUFAs melhora a fluidez da
membrana de espermatozoides, assim como pode alterar a composicao lipidica da
membrana plasmatica do espermatozoide, influenciando no desempenho reprodutivo
(Labbe et al., 1995; Asturiano et al., 2001; Beirdo et al., 2015).

Para tilapias do Nilo uma dieta com 0Oleo de palma bruto resultou em maior
producéo de ovos, maior taxa de incubacao e menor incidéncia de deformidade larvais
(Ng; Wang, 2011). A suplementagdo com Oleos vegetais também ocasionou maior
eclosdo e quantidade total de ovos para Danio rerio (Jaya-Ram et al., 2008). Em
bagres hibridos (Pangasius larnaudii x Pangasianodon hypophthalmus) a

suplementacao da dieta com 6leo de peixe de agua doce (1 e 2%) aumentou 0s niveis
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de horménios sexuais (17p-estradiol e testosterona), além disso foi observado um
desenvolvimento avancado dos ovarios e testiculos (Sattang et al., 2021). Em Colisa
fasciatus a inclusdo de PUFAs na dieta também ocasionou o desenvolvimento
avancado dos ovarios quando comparados com a dieta controle sem adicdo de
lipidios, ou seja, o grupo tratado com PUFAs apresentou maior maturacdo gonadal
(Hossen et al., 2014). J4 em Trichopodus trichopterus a suplementacéo da dieta com
diferentes niveis de &acido araquidénico melhorou os pardmetros reprodutivos tais
como fecundidade, didmetro do odcito e do saco vitelino e taxa de eclosdo (Asil et al.,
2017).

Uma dieta rica em PUFAs melhorou também o desempenho reprodutivo de
machos de Dicentrarchus labrax L. (robalo europeu) com aumento do periodo de
espermiacdo, maior volume seminal, maior concentracdo de espermatozoides, além
de maiores taxas de sobrevivéncia de embrides e larvas 48h e 78h pds fertilizacéo,
respectivamente (Asturiano et al., 2001). Esse efeito dos PUFASs sobre a qualidade do
sémen também foi observado para a truta arco-iris, na qual a suplementacéo da dieta
com 1 e 2% melhorou o volume espermatico, a concentracdo espermatica,
porcentagem e duracéo da motilidade (Kopriicii; Yonar; Ozcan, 2015; Yonar; Kopriici;
Ozcan, 2020). No entanto, para a espécie alvo desse estudo, Astyanax lacustris, ainda

nao ha trabalhos avaliando o efeito dos PUFAs sobre a qualidade seminal.

2.1.4. Acidos graxos e a criopreservagao

A criopreservacdo é uma técnica que permite o armazenamento de células e
tecidos em nitrogénio liquido (-196 °C) por longos periodo, sem perder sua viabilidade
e estrutura (Carvalho, 2012). A aplicacdo da técnica para espermatozoides de peixes
estd em crescente uso, principalmente devido ascensao da industria de aquicultura
nos ultimos anos (FAO, 2022). Pois a técnica permite, dentre varios beneficios, a
reducdo da manutencdo de estoque de peixes, abastecimento continuo de
espermatozoides evitando a assincronia reprodutiva, facilita o transporte entre
pisciculturas, permite uma selecédo genética e formagédo de banco de germoplasma,
fatores esses que estdo diretamente relacionados ao sucesso reprodutivo na
producdo de peixes, e, consequentemente, maior producdo aquicola (Viveiros;
Godinho, 2009; Cabrita et al., 2010). Além disso, € uma importante ferramenta para

conservacao de espécies de peixes (Viveiros et al., 2012).
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No entanto, apesar de todos os beneficios apontados, a criopreservacdo de
espermatozoides envolve os processos de congelamento e de descongelamento,
sendo que para a execucao destes, diversos fatores obrigatoriamente devem ser
levados em consideragéo para serem realizados com o sucesso, ou seja, mantendo
0S gametas viaveis apos a execucao destes. Isto porque, a submisséo das células a
baixas temperaturas podem ocasionar crio injurias a estas, principalmente pela
formacéo de gelo intracelular ou/e extracelular, estresse oxidativo e estresse osmotico
(Cabrita et al., 2010; Jang et al., 2017). Os danos podem ser, os letais e os subletais,
neste ultimo caso eles podem afetar a morfologia dos espermatozoides como flagelo
e peca intermediaria, a membrana dos espermatozoides, as mitocondrias, a
integridade do DNA, a motilidade e a velocidade dos espermatozoides, assim como
podem causar a peroxidacao lipidica pelo aumento de espécies reativas de oxigénio
(EROS) (Xin et al., 2019; Motta et al., 2022).

A fim de diminuir todos esses possiveis danos sdo utilizadas para o
congelamento solucdes crioprotetoras que sao compostas por agente(s)
crioprotetores  permeavel(eis) (dimetilsufoxido, metilglicol, dimetilacetamida,
propilenoglicol, etilenoglicol) e impermeéavel(eis) (glicose, frutose, sacarose, NacCl,
lectina de soja, gema de ovo etc) que tem a fun¢éo de diminuir a formacao dos cristais
de gelo protegendo os espermatozoides durante o processo de criopreservacao
(Torres et al.,, 2022). Também sdo adicionados ao sémen outras substancias que
visam maximizar a qualidade apds o descongelamento, como antioxidantes para
diminuir o estresse oxidativo (Sandoval-Vargas et al., 2021; Motta et al., 2022),
proteinas anticoagulantes que inibem cristalizacao (Robles; Valcarce, Riesco, 2019;
Abualreesh et al., 2021). A adicdo de uma fracdo do préprio plasma seminal da
espécie, também ja demonstrou melhorar a qualidade do sémen apds o

descongelamento (Shaliutina-KoleSova et al., 2020).

Outra estratégia para melhorar a qualidade do sémen apds o processo de
criopreservacao pode ser a inclusdo de lipidios na dieta, em especial dos PUFAS,
ganham destaque também por melhorarem a qualidade do sémen apds o0 processo
de criopreservacdo. Navarro et al. (2014) demonstraram essa influéncia para tilapia
do Nilo, cujo o uso de Gleo de peixe na dieta resultou em maior taxa de motilidade e
duracdo da motilidade ap0s o descongelamento, quando comparados a outros tipos
de 6leos, o que segundo ele seria devido ao 6leo de peixe ser rico em PUFAs da série
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Omega-3, que atuam na membrana espermatica aumentando a fluidez e resisténcia

durante o congelamento.

Para o sémen de Salmo trutta macrostigma a suplementacdo do extensor com
0 acido docosahexaendico também resultou em uma melhoria da motilidade
progressiva, duracado da motilidade, viabilidade do sémen e taxa de fertilizacdo apos
o congelamento (Boztkurt; Yavas, 2021). O mesmo efeito também foi observado para
0 sémen do salméo do Atlantico (Salmo salar) onde a suplementacdo da solucao
crioprotetora com o acido araquiddnico ocasionou uma melhor taxa de motilidade e
porcentagem de espermatozoides com membrana intacta apds o descongelamento,

aumentando ainda a taxa de fertilizacdo p6s congelamento (Diaz et al., 2021).

Esse efeito benéfico dos acidos graxos poli-insaturados para 0 processo
criopreservacdo se deve principalmente ao fato da membrana espermatica ser
composta predominantemente por PUFAs, e essa composicdo de fosfolipidios e
colesterol determina a permeabilidade a dgua e demais moléculas, além da fluidez
dessa membrana, que é ditada pela temperatura e caracteristicas dos acidos graxos
tais como posicdo das ligacBes duplas, grau de insaturacdo e interacdo lipidio-
proteina. Normalmente, a diminuicdo da cadeia e aumento da insaturacao dos acidos
graxos ocasionam o aumento dessa fluidez (Pustowka et al., 2000; Horokhovatskyi et
al., 2016)

Além disso o processo de congelamento e descongelamento causa alteracdes
na composicao lipidica dessa membrana. Assim, a suplementacéo seja pela dieta ou
diretamente na solucdo crioprotetora pode contrapor essas possiveis perdas na
composicado, evitando assim maiores danos a motilidade, aos parametros cinéticos
dos espermatozoides, duracdo da motilidade, integridade da membrana, potencial
mitocondrial, fertilizacdo dentre outros (Navarro et al., 2014; Bozkurt; Yavas, 2021,
Diaz et al.,, 2021). Dessa forma a crioresisténcia dos espermatozoides pode estar
relacionada ao tipo de acidos graxos presentes nessa membrana e a forca das
ligacdes entre os componentes da membrana do espermatozoide (Pustowka et al.,
2000).

Com relacdo a espécie em estudo, sdo poucos os trabalhos realizados
avaliando os efeitos dos lipidios sobre o desempenho produtivo da espécie (Tavares,
2011; Campelo et al., 2015; Natori et al., 2016; Chaves et al., 2019) e quando
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associados a qualidade e criopreservacao do sémen este € um trabalho pioneiro que
ird avaliar o efeitos dos PUFAs sobre a qualidade seminal e criopreservacao do sémen
da espécie com intuito de contribuir para o entendimento dos mecanismos celulares

envolvidos nestes processos.

2.2. Astyanax lacustris (Lambari-do-rabo-amarelo)

A. lacustris era descrita anteriormente como Astyanax bimaculatus e Astyanax
altiparanae (Garutti e Britsky, 2000), porém foi revisada por Lucena e Soares (2016)
como sendo A. lacustris. E amplamente distribuida na bacia do alto Parana, bacia
hidrogréfica do Paraguai, Tocantins, Sdo Francisco e rio Doce, sendo altamente
abundante em rios e reservatoérios, podendo adaptar-se facilmente a ambientes
represados (Lima et al., 2003; Lucena; Soares, 2016; Vidotto-Magnoni et al., 2021).

Pertencente a familia Characidae, sendo conhecida popularmente como
lambari-do-rabo-amarelo, tendo como caracteristicas pequeno porte podendo atingir
até 15 cm e 60g, rapido crescimento e habito alimentar onivoro (Orsi; Carvalho;
Foresti, 2004; Sabbag et al., 2011; Goncalves et al., 2012; Stevanato; Ostrensky,
2018). E considerada uma espécie oportunista e com desova ao logo do ano, podendo
ter sua reproducdo induzida em laboratério, tendo grande fecundidade e alta taxa de
crescimento (Sabbag et al., 2011).

A espécie apresenta dimorfismo sexual, no qual as fémeas sdo maiores e 0s
machos possuem espiculas na nadadeira anal quando maduros sexualmente, o que
facilita sua identificacdo (Garutti, 2003). Além disso possuem facilidade para aceitacéo
de alimentacéo artificial e sdo capazes de sobreviver em ambientes limitantes em que
ha reducédo da qualidade de agua e alta densidade de estocagem, o que destaca seu

potencial em sistemas de aquicultura intensivos (Bertolini et al., 2018).

Por esses motivos a espécie apresenta grande potencial econdmico para
explorar o mercado de iscas-vivas e consumo direto, sendo produzido em sua grande
maioria por pequenos produtores (Fonseca; Costa-Pierce; Valenti, 2017). Ademais, é
considerada uma espécie de modelo biolégico, sendo por isso muito utilizada em
diversas pesquisas (Bem et al., 2012; Lira et al., 2018; Viana et al., 2018; Abdalla et
al., 2019; Pinheiro et al., 2019; Abreu et al., 2020; Rocha et al., 2020; Brambila-Souza
et al., 2021).
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3. OBJETIVOS

Avaliar o efeito da inclusdo de acidos graxos poli-insaturados na nutricdo de
machos reprodutores de A. lacustris, sobre o desenvolvimento corporal, qualidade

seminal e a crioresisténcia dos espermatozoides.

3.1. Objetivos especificos

e Avaliar se a inclusdo de niveis crescentes de 0leo de peixe marinho na dieta
influenciam o desempenho zootécnico da espécie;

e Avaliar possiveis alteracfes na composi¢cao quimica corporal devido a inclusao de
0leo de peixe marinho na racéo;

e Avaliar a influéncia da inclusdo de 6leo de peixe marinho sobre o perfil de acidos
graxos do musculo de A. lacustris;

e Avaliar o efeito da utilizacdo de dietas com diferentes niveis de 6leo de peixe
marinho sobre as caracteristicas esperméaticas da espécie (coloracdo, motilidade
total e progressiva, tempo da motilidade, volume médio, osmolalidade,
concentracdo, morfologia, integridade da membrana e parametros cinéticos dos
espermatozoides);

e Comparar duas solucbes diluidoras na manutencdo das caracteristicas de
qualidade do sémen;

e Avaliar as possiveis alteracdes morfologicas, que 0s espermatozoides possam
sofrer quando submetidos aos processos de congelamento e descongelamento;

e Determinar a composicao lipidica do sémen de A. lacustris ap0s o processo de
criopreservacao;

e Avaliar a capacidade de fertilizacdo do sémen descongelado, como um indicativo
de qualidade e preservacao das caracteristicas seminais de A. lacustris;

e Avaliar a criorresisténcia de espermatozoides de A. lacustris pos-

descongelamento.
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4. CAPITULO |



Desempenho produtivo de Astyanax lacustris subtemedidos a dieta com

diferentes niveis de 6leo de peixe marinho

RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar o efeito de uma dieta contendo diferentes niveis
de 6leo de peixe marinho (OPM) rico em PUFAs-03 sobre o desempenho produtivo,
composicao corporal e perfil de acidos graxos do musculo de Astyanax lacustris. Para
tal, 400 machos foram dispostos em 20 caixas de 180 L em sistema de recirculagéo.
Os peixes receberam dietas isoproteicas (32% PB) contendo 0, 3, 6 e 9% de inclusao
de 6leo marinho. Foram avaliados quanto a taxa de sobrevivéncia, comprimento total;
peso final, ganho de peso, conversao alimentar aparente, consumo diario médio da
dieta, taxa de crescimento especifico, taxa de eficiéncia proteica, eficiéncia de
retencdo de proteina bruta e energia bruta, ganho de proteina bruta e ganho de lipidio
(GL), composigdo quimica corporal e determinacdo do perfil de acidos graxos do
musculo. Nao foram observadas diferencas significativas para maioria dos parametros
de desempenho avaliados, com excecédo para G, que foi maior com o aumento da
inclusdo de d6leo. A inclusdo de dleo afetou significativamente a porcentagem de
gordura e cinzas corporal, sendo o tratamento com 9% de OPM gque teve maior teor
de gordura e o tratamento sem OPM com menor quantidade de cinzas. Foi observado
uma alteracao significativa do perfil de acidos graxos nos masculos, com o aumento
da quantidade de DHA (3% de OPM) e EPA (6 % de OPM). Assim, conclui-se que, a
inclusédo de 6leo de peixe ndo melhorou o desempenho produtivo de A. lacustris, mas
melhorou a qualidade do musculo alterando na melhoria da qualidade do perfil de

acidos graxos.

Palavras-chave: acidos graxos poli-insaturados; lambari-do-rabo-amarelo; nutricao.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of a diet containing different levels of marine
fish oil (OPM) rich in PUFAs-63 on the productive performance, body composition and
fatty acid profile of the muscle of Astyanax lacustris. For this, 400 cores were arranged
in 20 boxes of 180 L in a recirculation system. Fish received isoprotein diets (32% CP)
containing 0, 3, 6 and 9% marine oil inclusion. They were evaluated for survival rate,
total length; final weight, weight gain, apparent feed conversion, average daily diet
intake, specific growth rate, protein efficiency rate, crude protein and crude energy
retention efficiency, crude protein gain and lipid (GL) gain, composition body chemistry
and determination of muscle fatty acid profile. No significant differences were observed
for most of the evaluated performance parameters, with the exception of GL, which
was greater with increasing oil inclusion. The inclusion of oil significantly affected the
percentage of body fat and ash, with the treatment with 9% OPM having the highest
fat content and the treatment without OPM having the lowest amount of ash. A
significant change in the fatty acid profile in the muscles was observed, with an
increase in the amount of DHA (3% of OPM) and EPA (6% of OPM). Thus, it is
concluded that the inclusion of fish oil did not improve the productive performance of
A. lacustris, but it improved the quality of the muscle, changing the quality of the fatty

acid profile.

Keywords: polyunsaturated fatty acids; yellowtail lambari; nutrition.
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INTRODUCAO

Os lipidios sdo componentes fundamentais na nutricdo de peixes, isto porque
sao fonte de energia principalmente para crescimento, saude e reproducéo, compdem
a membrana plasmatica e sdo percursores de outras moléculas como eicosanoides e
prostaglandinas (Tocher, 2003; Shahkar et al., 2016; Sattang et al., 2021). Dentre
esses lipidios os acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (LC-PUFAS) como o
acido docosahexaenoico (DHA, 22:6 n - 3), acido eicosapentaendico (EPA, 20:5 n -3)
e &acido araquidénico (ARA, 20:4 n - 6) sao os principais envolvidos nessas fun¢des
(Sargent et al., 1999). Entretanto, esses acidos sao sintetizados a partir dos acidos
linoléico (LA) e linolénico (ALA), sendo estes considerados acidos graxos essenciais,
uma vez que os peixes ndo tém a capacidade de sintetiza-los e, a forma mais simples
para fornecer esses acidos aos peixes é a inclusédo destes na dieta fornecida. (Souza;
Anido; Tognon, 2007). Nesse sentido, a adicdo de Oleo de peixe marinho que é rico
nesses LC-PUFA como fonte lipidica na formulacdo de racdes para peixes marinhos
e de agua doce é indicada e comumente utilizada (Turchini; Torstensen; Ng, 2009;
Qin et al., 2022).

O efeito desses LC-PUFAs sobre o desempenho produtivo é relatado para
diversas espécies de peixes, favorecendo os parametros de crescimento, conversao
alimentar, fator de condicéo, utilizacdo da proteina da racao e tolerancia ao estresse
(Shahkar et al., 2016; Xu et al., 2016; Ding et al., 2021; Sattang et al., 2021; Wang et
al., 2021).

Dietas deficientes em LC-PUFAs causam efeito negativo sobre o desempenho
de peixes ocasionando por exemplo, diminuicdo da taxa de crescimento, alteracées
no metabolismo lipidico e na composicao de &cidos graxos do figado, comprometendo
assim a funcdo hepatica, além de alterar a regulacdo de genes envolvidos na
lipogénese e catabolismo (Houston et al., 2017; Wang et al., 2021).

Aléem de todos os beneficios ja citados para o desenvolvimento, saude e
desempenho produtivo dos peixes, os LC-PUFAs também sao benéficos para saude
humana, estando envolvidos na melhoria e prevencéo de doencas cardiovasculares,
diabetes, cancer, doenca de Alzheimer e depresséo, além de ter papel importante no
desenvolvimento do cérebro e na salde materno-infantil (Shahidi; Ambigaipalan,

2018). Sendo assim, o consumo de peixe rico em LC-PUFAs é uma das formar de
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atendimento das necessidades destes acidos graxos por humanos (Zarate et al.,
2017).

Astyanax lacustris, popularmente conhecido por lambari-do-rabo-amarelo, é
uma espécie de pequeno porte, rdpido crescimento e alta prolificidade sendo
amplamente distribuida na bacia do alto Parana, bacia hidrografica do Paraguai,
Tocantins, Sao Francisco e rio Doce, sendo altamente abundante em rios e
reservatérios, podendo adaptar-se facilmente a ambientes represados (Lima et al.,
2003; Sabbag et al., 2011; Lucena; Soares, 2016; Vidotto-Magnoni et al., 2021).

O lambari-do-rabo-amarelo tem grande importancia econémica devido a sua
utilizacdo para consumo humano principalmente como petisco, e também no mercado
de iscas vivas (Sabbag et al.,, 2011; Abreu et al.,, 2021). A producdo de 599,380
quilogramas em 2021, significou um aumento de 155% em relagdo a 2016
(234,711kg), com grande destaque para o aumento da producdo nas regides Sul e
Sudeste, principalmente em pequenas comunidades rurais (Fonseca; Costa-Pierce;
Valenti, 2017; IBGE 2021). Além disso a espécie € considerada um modelo biolégico
para estudos nas &reas de aquicultura, reproducdo, ecotoxicologia e nutricdo (Yasui
et al., 2015; Nascimento et al., 2017; Lira et al., 2018; Abdalla et al., 2019; Chaves et
al., 2019; Carneiro-Leite et al., 2020; Abreu et al., 2021; Assis et al., 2021; Mercon et
al., 2022; Oliveira et al., 2021; Pinheiro et al., 2021; Quirino et al., 2021).

No entanto, apesar desses diversos trabalhos produzidos, nenhum estudo
sobre o nivel ideal de lipidios na dieta para lambari foi publicado até momento. Assim,
0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de uma dieta contendo diferentes niveis de
0leo de peixe marinho (0, 3, 6 e 9%), rico em PUFAs-63 sobre o desempenho
zootécnico, composicdo corporal e perfil de acidos graxos do musculo, figado e
testiculo de Astyanax lacustris.
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MATERIAL E METODOS

Local e animais

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de llha Solteira, no Laboratorio de Ictiologia Neotropical
(L..LNEO). Todos os procedimentos propostos estavam dentro dos parametros
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA, da Faculdade de
Engenharia de llha Solteira no processo CEUA- 12/2019 FEIS/UNESP.

Foram utilizados 400 machos de A. lacustris, com peso médio inicial de
2,08+0,44 g e comprimento total médio inicial de 5,4+0,39 cm. Os animais foram
distribuidos em 20 caixas de polietileno de 180 litros em um sistema de recirculacao
de agua fechado, com uma densidade de 20 peixes por caixa. As variaveis fisico-
quimicas da agua dos tanques foi monitorada pela manhé e a tarde durante todo o
periodo experimental, utilizando o medidor multiparametros (ASKO - AK88v2). Ja a
amonia total e nitrito foram mensurados trés vezes na semana, utilizando o Kit Testes
Alcon Labcon.

Tabela 1. Variaveis de qualidade de agua registradas durante o periodo experimental
de 105 dias.

Nivel de Inclusdo de Oleo (%)

Variaveis 0 3 6 9
Temperatura (°C) 28,5+2,01 28,4+1,91 28,6+1,97 28,5+1,96
pH 7,9+0,36 7,8+0,33 7,7+0,32 7,8+0,27
Oxigénio dissolvido (mg L") 4,942 50 5,2+2,44 5,6+1,13 4,9+2 31
Amadnia total (ppm) 0 0 0 0
Condutividade elétrica (uS cm_l) 334+61,31 321+27,50 328+17,06 336+31,78
Nitrito (ug L) 0 0 0 0

Fonte: préprio autor.

Delineamento experimental

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com
guatros tratamentos e cinco repeti¢cdes, totalizando 20 unidades experimentais. Os
tratamentos foram compostos por quatros niveis incluséo de 6leo de peixe marinho
(OPM) rico em PUFAs-03: 0 - ragdo sem inclusdo de PUFAs-63 (0% de OPM); 3 -

ragdo com incluséo de 3% de PUFAs-63 (3% de OPM); 6 - ragcdo com inclusdo de 6%
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de PUFAs-063 (6% de OPM) e; 9 - racdo com inclusdo de 9% de PUFAs-63 (9% de
OPM). Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (9h e 17h) até a saciedade

aparente durante 105 dias.

Racgbes experimentais

Foram formuladas 4 dietas isoproteicas distintas (32% PB) (Tabela 2) com trés
niveis de inclusédo de 6leo de peixe marinho (OPM) purificado contendo altos niveis
de PUFAs-63 (3, 6 e 9% na dieta) e um dieta controle sem incluséo de 6leo (0%),
totalizando quatros tratamentos. Para o preparo das dietas, os ingredientes foram
triturados, misturados, umedecidos e processados em extrusora Exteec, modelo Ex
Micro, com matriz de 3 mm. Antes do processamento da racdo, as mesmas foram
submetidas a analises bromatoldogicas (Laboratério de Bromatologia, UNESP,
Campus de llha Solteira) (Tabela 2), bem como anélise do perfil de 4cidos graxos do
0leo de peixe marinho e das quatro dietas (Laboratério de Estudos de Fisiologia
Animal, UNESP, Campus llha Solteira e Laboratorio de Metabolismo e Reproducéo

de Organismos Aquéticos, USP/ Campus S&o Paulo) (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 2. Ingredientes e composicdo centesimal de dietas experimentais para

reprodutores de Astyanax lacustris (valores expressos em % da matéria natural).

Dietas experimentais (%)

Ingredientes (%) 0 3 6 9
Farelo de soja 31,00 32,00 32,00 32,50
Milho 22,27 24,37 17,97 14,00
Quirera de arroz 16,00 10,90 14,00 12,70
Farinha de peixe (tilapia) 15,00 15,00 15,30 15,00
Gluten de milho 7,00 7,00 7,00 7,00
Farelo de trigo 6,00 5,00 5,00 7,22
Oleo de peixe marinho 0,00 3,00 6,00 9,00
Fosfato bicélcio 1,50 1,50 1,45 1,40
Calcério 0,40 0,40 0,45 0,35
Premix? 0,50 0,50 0,50 0,50

BHT, antioxidante 0,30 0,30 0,30 0,30
Antifangico (Filax) 0,03 0,03 0,03 0,03

TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00
Calculada?

Matéria Seca (%) 91,54 91,88 92,06 92,29
Proteina Bruta (%) 32,00 32,00 32,00 32,00
Extrato Etéreo (%) 3,11 6,11 8,96 11,84
Matéria Mineral (%) 7,12 7,15 7,15 7,17

Fibra Bruta (%) 2,84 2,77 2,69 2,90
Extrativo N&o Nitrogenado® (%) 44,09 41,47 38,89 36,15
Energia Bruta (kcal/kg) 3,965 4,136 4,293 4,464
Calcio 1,50 1,50 1,53 1,46

Faésforo 0,75 0,75 0,75 0,73

Lisina 1,90 191 1,92 1,92

Metionina 0,67 0,66 0,66 0,65

M Mineral mix (Premix Raguife; Santa fé do Sul. SP. Brasil) por 5 Kg por tonelada: Fe 20,00 g/kg; Cu 3.500,00
mg/kg; Zn 24,00 g/kg; | 160,00 mg/kg; Mn 10,00 mg/kg; Se 100,00 mg/kg; Co 80,00 mg/kg; vitamina A 2.400.000,00
Ul/kg; vitamina D3 600.000,00 Ul/kg; vitamina E 30.000,00 Ul/kg; vitamina K3 3.000,00 mg/kg; vitamina C 60,00
g/kg; vitamina B1 4.000,00 mg/kg; vitamina B2 4.000,00 mg/kg; vitamina B6 3.500,00 mg/kg; vitamina B12 8.000,00
mcg/kg; inositol 25,00 g/kg; colina 100,00 g/kg; Ac pantoténico 10,00 g/kg; biotina 200,00 mg/kg; Ac. Fdlico
1.200,00 mg/kg; niacina 20,00 g/kg; antioxidante *etc 5.000,00 mg/kg. ¥ Com base na andlise da composi¢&o dos
ingredientes. @ Extrato isento de nitrogénio (NFE) = matéria seca - (proteina bruta + lipideo + matéria mineral +

fibra bruta). Fonte: proprio autor.
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Tabela 3. Perfil de acidos graxos (% do total detectado) de 6leo de peixe marinho
utilizado na composicédo de dietas experimentais para reprodutores de Astyanax

lacustris.

Acidos graxos

Oleo de peixe

C18:0
C18:1
C18:2n6
C18:3n3
C20:4n3
C20:5n3
C22:5n3
C22:6n3

0,78
1,12
4,41
31,92
7,95
8,98
35,29
9,54

Fonte: préprio autor.

Tabela 4. Perfil de acidos graxos (%) detectado nas quatro dietas fornecidas aos
reprodutores Astyanax lacustris.

Dietas experimentais (%)

Acidos Graxos (%) 0 3 6 9
C14.0 1,65 1,54 1,67 1,94
C16:0 20,00 16,95 8,87 9,41
Cil6:1 3,04 2,92 4,50 3,34
C18:0 3,85 4,25 5,02 4,43
ci8:1 31,42 6,32 6,68 574

C18:2n6 (LA) 34,36 16,38 7,82 7,10
C18:3n3 (ALA) 0,28 2,15 3,17 2,30
C18:3n6 1,82 7,41 4,50 1,16
C18:4n3 0,72 4,28 6,09 4,50
C20:2n6 0,00 1,56 0,35 0,96
C20:3n6 0,30 4,14 3,74 4,51
C20:4n6 (ARA) 0,66 8,14 7,66 5,07
C20:5n3 (EPA) 0,72 8,96 11,40 18,80
C22:5n3 0,14 1,71 1,91 2,39
C22:6n3 (DHA) 1,20 13,25 27,24 27,37
SAT 25,50 22,74 15,56 15,78
MUFA 34,47 9,24 11,18 9,08
PUFA 40,18 67,99 73,88 74,16
PUFANG 37,13 37,64 24,07 18,80
PUFAN3 3,05 30,35 49,81 55,36

Fonte: préprio autor.
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Avaliacdo do desempenho produtivo

Para avaliacdo dos parametros de desempenho, no final do periodo
experimental os peixes foram pesados e medidos e o desempenho foi verificado pela
taxa de sobrevivéncia (TS), peso final (PF), ganho de peso (GP), conversao alimentar
aparente (CA), consumo diario médio da dieta (CDD), taxa de crescimento especifico

(TCE) e taxa de eficiéncia proteica (TEP), de acordo com as seguintes formulas:

o n? inicial de peixes — n® final de peixes
Sobrevivéncia (S) = 72 inicial de peixes x 100

Ganho em peso médio (GP) = peso médio final — peso médio inicial

consumo de dieta por peixe

Consumo didrio médio de dieta (CDD) = -
tempo (dias)

consumo da dieta

Conversao alimentar aparente (CA) =
ganho em peso

ganho em peso vivo

Taxa de eficiéncia proteica (TEP) = - -
proteina bruta consumida

Ln peso final — Ln peso inicial x 100

Taxa de crescimento especifico (TCE) = tempo (dias)

Analise da composicao quimica corporal

Para determinar a composicao corporal inicial foi utilizada uma amostra de 15
peixes, e na composicdo corporal final a mostra foi de 3 peixes por unidade
experimental. Para isso os peixes ficaram em jejum por um periodo de 24 horas, apés
foram eutanasiados em benzocaina a 1% e congelados em freezer para posterior

analise bromatoldgica.

Para a analise bromatoldgica os peixes foram picados com as visceras e secos
em estufa a 55°C por 72 horas. Apds a secagem, as amostras foram trituradas em
moinho de bola para que pudessem ser realizadas as analises de composicao
corporal. Foram realizadas as analises de umidade, matéria mineral, proteina e extrato
etéreo. A proteina bruta das amostras foi obtida pelo método de Kjeldahl e usado o
fator 6,25 para multiplicacdo e correcao dos dados. Para determinagédo do extrato

etéreo foi realizado a extracdo com éter de petrdleo em aparelho Soxhlet por 5 horas.
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As cinzas foram determinadas em mufla a 550°C durante 4 horas, por incineracédo. A
umidade foi obtida em estufa a 105°C por 12 horas. As metodologias utilizadas foram
de acordo com Silva e Queiroz (2002) e foram realizadas no Laboratério de
Bromatologia da UNESP/FEIS.

Com os resultados da composicéo corporal e do desempenho, foram entéao
realizados os calculos de eficiéncia de retencdo de proteina bruta (ERrs) e energia
bruta (ERes), ganho de proteina bruta (Ges) e ganho de lipidio (GL) de acordo com as
seguintes formulas:

[(PBf x Pf) — (PBi x Pi)x100]
GP /peixe

Ganho em proteina bruta (Gpg(g)) =

[EEf x Pf) — (EEi x Pi)x100]
GP /peixe

Ganho em lipidio (G.(g)) =

[(PBf x Pf) — (PBi x Pi)x100]
CPB

Eficiéncia de retencio de proteina bruta (ERPB(%)) =

[EBf x Pf) — (EBi xPi)x 100]
CEB

Eficiéncia de retengio de energia bruta (ERgg(%)) =

Onde:

PBf, EBf e EEf: proteina bruta, energia bruta e extrato etéreo final na carcaca;
PBi, EBi e EEi: proteina bruta, energia bruta e extrato etéreo inicial na carcaca;
CPB: consumo de proteina bruta;

CEB: consumo de energia bruta;

GP: ganho em peso/peixe;

Pi, e Pf: peso médio inicial e final da amostra.

Além de todas as analises citadas acima foi mensurado o peso do figado e
gordura visceral para calculo do indice hepato-somatico (IHS) e indice gorduro-
viscero-somatico (IGVS) dos peixes ao final do periodo experimental, os indices foram
calculados de acordo com as formulas abaixo:

Pfl’gado

Indice hepato — somatico (IHS %) = —————
P; peixe
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x 100

. P
Indice gorduro — viscero — somatico (IGVS %) = 97
P;peixe

Onde:
Prigado: peso do figado;
Pgv: peso da gordura visceral,

Pt peso total do peixe.

Andlise do perfil de acidos graxos dos tecidos

Para analise do perfil de acidos graxos, foram coletadas amostras de musculo
de quatros animais de cada um dos tratamentos (0, 3, 6 e 9%) apos 105 de
experimento, além de uma coleta inicial realizada antes do inicio do experimento,
essas amostras foram armazenadas a -80°C até a realizacdo das analises. Apos 1
ano de experimento foram realizadas ainda coleta de musculo, figado e testiculo para

analise do perfil de AG.

O perfil de acidos graxos das fracfes totais dos tecidos muscular (300 mg),
hepatico (30 mg), gonadal (160 mg) foram analisados por transmetilacdo direta,
utilizando método descrito por Parish et al. (2015). Resumidamente, as amostras
foram homogeneizadas em 3 mL da solucdo metanol: diclorometano: acido cloridrico
concentrado (10: 1: 1 v:v:v) e mantidas em banho-maria por 2 horas a 80°C. Apés a
retirada e resfriamento, foram adicionados 1mL de agua destilada, 1,8 mL de solugéo
hexano: diclorometano (4:1 v:v). Apés, os tubos foram centrifugados a 2000 rpm por

5 minutos e a camada superior organica removida e transferida para vials de injecéo.

A determinacdo do perfil dos acidos graxos foi realizada por cromatografia
gasosa, utilizando um cromatégrafo a gas (Varian GC 3900) acoplado a onizador de
chama (FID) e auto-injetor. A identificagdo dessas moléculas foi feita com base nos
tempos de retencdo, utilizando-se padres compostos de metil ésteres (FAME)
(SUPELCO, 37 components, Larodan Chemical Company - Mixture Me93 e Qualmix
PUFA fish M - Menhaden Qil), com resultados expressos em % .
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Analise estatistica

Os dados foram testados para normalidade dos erros e homoscedasticidade
das variancias e submetidos a analise de variancia (ANOVA). Quando detectados
diferencas significativas nas variaveis analisadas, as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade no programa SAS 9.2 (SAS Institute Inc., Cary,
North Carolina, USA).
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RESULTADOS

Desempenho produtivo

Para nenhum dos parametros analisados foi observada diferenga significativa
(p>0,05) entre os tratamentos, com excec¢do do ganho de lipidio (GL) que foi maior
com o0 aumento da inclusdo de 6leo de peixe marinho. Com relacdo aos indices
hepato-somatico (IHS) e gorduro-viscero-somatico (IGVS) também néo foi observada

diferenca estatistica entre os tratamentos.
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Tabela 5. Desempenho de juvenis de lambaris alimentados por 105 dias com ragdes com diferentes niveis de 6leo de peixe marinho.

. ~ < ANOVA Valores
i Nivel de Inclus&o de Oleo (%) Valores de E
Parametros de P
0 3 6 9
Peso inicial (PI) (g) 2,03+0,07 * 2,16+0,09 2,10+0,08 2,05+0,14 0,2475 1,52
Peso final (PF) (g) 4,87+0,20 4,700,13 4,9920,27 4,9020,43 0,4375 0,96
Comprimento total (CT) (cm) 7,03+0,10 7,06+0,07 7,17+0,20 7,15+0,19 0,3874 1,08
Sobrevivéncia (%) 94,40+6,06 93,606,06 91,20+3,35 87,20+4,39 0,1534 2,01
Ganho em peso (GP) (g) 2,84+0,13 2,54+0,17 2,90+0,27 2,84+0,36 0,14 2,1
Consumo médio de dieta/peixe (CDD) (g) 7,82+1,05 6,88+0,39 7,18+0,43 6,95+0,52 0,7485 0,41
Convers&o alimentar aparente (CA) 2,62+0,94 2,71+0,83 2,58+0,98 2,31+0,84 0,4022 0,99
Taxa de eficiéncia proteica (TEP) 1,24+0,15 1,16+0,12 1,26+0,11 1,28+0,13 0,4896 0,84
Taxa de crescimento especifico (TCE) (%/dia) 0,83+0,01 0,74+0,05 0,83+0,06 0,82+0,07 0,04 3,43
Eficiéncia de retencdo de proteina bruta (ERps) (%) 22,55+2,89 20,88+1,98 23,60+2,59 23,18+2,01 0,3267 1,24
Eficiéncia de retencéo de energia bruta (ERes) (%) 53,23+6,52 48,57+4,66 49,17+4,19 48,90+4,67 0,451 0,93
Ganho em proteina bruta (Grg) (g) 18,22+0,22 18,04+0,47 18,69+1,22 18,16+0,50 0,5059 0,81
Ganho em lipidio (GL) (g) 11,04%0,05 D 14,86+0,46 C 16,01+0,45 B 17,06+0,69 A  <,0001 155,28
indice hepato-somatico (IHS) (%) 0,81+0,09 0,68+0,09 0,74+0,07 0,66+0,08 0,049 3,26
indice gorduro-viscero-somatico (IGVS) (%) 0,23+0,07 0,22+0,13 0,35+0,16 0,20+0,11 0,2557 1,49

* valores sdo média + desvio padréo.

Médias seguidas de diferentes letras diferem entre si (Tukey p>0,05). Fonte: proprio autor.
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Composi¢ao quimica corporal

Para os dados de composicao corporal dos peixes, 0s niveis de PUFAs-
03 determinaram diferencas apenas para os teores de gorduras (p = 0,0424) e
teores de cinzas (p = 0,0042) (Tabela 6). O teor de gordura s6 diferiu (p <0,05)
entre o tratamento sem inclusdo de OPM e incluséo de 9% de OPM (Tabela 6).
A porcentagem de cinzas foi maior (p<0,05) para o tratamento isento de 6leo de
peixe marinho (0% de OPM), enquanto entre os tratamentos com incluséo dos
niveis de 6leo foram semelhantes entre si (Tabela 06).
Tabela 6. Composicdo quimica corporal média de juvenis de lambaris

alimentados com diferentes niveis de 6leo de peixe marinho por 105 dias (valores
expressos em % de matéria natural).

. ~ . ANOVA Valores
A Nivel de Inclusédo de Oleo (%) Valores de E
Parametros de P
0 3 6 9

Matéria Seca (%) 30,04+0,23* 29,66+0,85 29,65+0,62 29,57+0,96 0,7394 0,42
Proteina Bruta (%) 17,54+0,13 17,37+0,25 17,81+0,71 17,50+0,26  0,3896 1,07
Gordura (%) 8,64+2,01B  10,45+1,98 AB 11,48+124 AB 12,08+1,93 A 0,0424 3,43
Cinzas (%) 2,17+0,33 A 1,70+0,24 B 1,65+0,11 B 1,53+0,24B  0,0042 6,57
Fibra Bruta (%) 0,14+0,05 0,17+0,06 0,09+0,01 0,20+0,10 0,0868 2,62
Energia Bruta (cal g*) 5,407+71,14 5,383+58,29  5,331+110,43  5,350+72,29  0,6767 0,53

*médiatdesvio padrdo
Médias seguidas de diferentes letras diferem entre si (Tukey p>0,05). Fonte: préprio autor.

Perfil de 4cidos graxos do musculo com 105 dias de alimentacéo

Quinze acidos graxos foram encontrados no tecido muscular dos peixes,
sendo &cidos graxos saturados (SAT), monoinsaturados (MUFA) e poli-
insaturados (PUFA) (Tabela 7). Foram encontradas diferencas significativas
(p<0,05) para &acido esteérico (C:18:0), sendo as menores quantidades
determinadas pelos niveis de 3% e 6% de OPM. O &cido oleico (C18:1n9)
também apresentou diferenca entre os tratamentos com 6 e 9% de OPM. Com
relacdo aos acidos graxos poli-insaturados, foram observadas diferencas
significativas para o acido linolénico (C18:3n3, ALA) onde houve foi observada
diferenca significativa entre os tratamentos sem incluséo de OPM e o com 9%

de OPM. O acido eicosadiendico (C20:2n6) aumentou substancialmente
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(p<0,05) no tratamento com 9% de inclusdo de 6leo de peixe marinho e este

diferiu dos demais tratamentos e da coleta inicial (Tabela 7).

Com relagao aos acidos ARA (acido araquidénico, 20:4n-6), EPA (acido
eicosapentaendico 20:5n-3) e DHA (acido docosahexaendico, C22:6n3) apenas
DHA apresentou diferenca estatistica sendo sua maior concentracdo observada
no tratamento com 3% de inclusdo de OPM diferindo dos tratamentos sem
inclusdo, 6% de inclusdo de OPM e da coleta inicial (Tabela 7).

Com relacdo ao total de acidos graxos apenas 0s acidos graxos
monoinsaturados (MUFA) apresentaram diferenca estatistica entre o0s
tratamentos com 6 e 9% de inclusdo de OPM. Para a razéo n6/n3 foi observada
diferenca estatistica entre a coleta inicial e tratamento com 9% de incluséo de

Oleo de peixe marinho (Tabela 7).

48



Tabela 7. Perfil de acidos graxos (% do total detectado) do musculo de lambaris
alimentados com racfes contendo diferentes niveis de 6leo de peixe marinho por
um periodo de 105 dias.

Nivel de Inclusdo de Oleo (%)

Acidos Graxos (%) Coleta Inicial 0 3 6 9
C14:0 1,28+0,4* 2,20+1,0 2,34+2,7 2,64+0,8 1,83+1,5
C16:0 9,82+5.4 10,85+1,5 4,73+3,1 9,8815,8 9,87+3,9
Ci6:1 4,53+3,6 4,28+1,6 2,33+1,1 3,75+2,3 2,65+2,2
C18:0 12,83+7,4 A 9,89+4,2 A 5,33 a+3,2 B 5,18+2,6 B 7,20+0,7 AB

C18:1n9 11,97+2,8 AB 10,34+ 7,6 AB 8,70+4,8 AB 16,28+3,9 A 2,87+2,8B
C18:2n6 (LA) 2,28+1,9 2,17+1,8 2,71+1,6 3,50+1,7 6,40%5,9
C18:3n3 (ALA) 7,57+4,3 AB 9,63+1,1 A 7,62+2,1 AB 4,63+3,2 AB 3,53+1,4 B

C18:3n6 1,70+1,3 3,50+1,1 2,49+2 2 2,50+0,6 2,54+1,9
C18:4n3 9,33+3,0 9,09+1,3 9,55+3,8 7,04+4,3 13,60+3,2
C20:2n6 5,08+3,2 B 5,12+0,8 B 3,84+1,8B 5,53+2,0 B 12,56+3,6 A
C20:3n6 3,84+4,2 6,05+4,7 3,97+5,8 3,30+3,0 1,46+0,7
C20:4n6 (ARA) 8,91+4,72 9,63+2,4 17,65+4,7 14,24+3,8 13,19+4,2
C20:5n3 (EPA) 2,05+1,7 2,77+3,1 2,59+3,2 4,35+1,9 3,61+4,2
C22:5n3 10,57+7,1 6,56+4,4 8,82+9,6 9,74+5,6 7,08+3,1
C22:6n3 (DHA) 8,20+3,0 B 7,91+0,9 B 17,33+2,7 A 7,45+1,6 B 11,61+5,6 AB
SAT 23,94+9,14 22,95+55 12,40+8,4 17,69+7,3 18,90+4,8
MUFA 16,51+4,6 AB 14,63+7,5 AB 11,0352 AB  20,03+5,4 A 5,52+4,9 B
PUFA 59,55+12,7 62,42+4,5 76,58+10,7 62,28+8,48 75,5849,1
PUFANG6 21,83+9,4 26,47+5,6 30,67+3,2 29,07+7,2 36,15+9,6
PUFAN3 28,39+4,5 26,86+4,5 36,36+7,3 26,17+3,2 25,83+6,3
n6/n3 0,78+0,3 B 1,03+0,3 AB 0,86+0,1 AB 1,10+0,2 AB 1,52+0,6 A

*médiatdesvio padrdo. Médias seguidas de diferentes letras diferem entre si (Tukey p>0,05).
Fonte: proprio autor.

Perfil de 4cidos graxos do musculo, figado e gbnada com 1 ano de

alimentacao

Musculo

Para o tecido muscular foram observadas diferencas significativas para

diversos acidos graxos apés 1 ano de alimentacao (Tabela 8). O acido palmitico

(C16:0) aumentou substancialmente nos tratamentos quando comparado com a

coleta inicial, sendo maior (p<0,05) nos tratamentos sem inclusdo de OPM e 3%

de inclusdo de OPM e estes diferiram (p<0,05) dos demais tratamentos e da

coleta inicial. Efeito contrario foi observado para o acido graxo palmitoléico

(C16:1) que teve sua maior concentracdo na coleta inicial e esta diferiu

estatisticamente dos tratamentos 6 e 9% de inclusdo de OPM. J& o acido oleico
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(C18:1n9) foi maior no tratamento 6% de inclusédo de OPM e este diferiu dos
tratamentos com 3%, 9% de inclusdo de OPM e da coleta inicial. Para o LA houve
diferenca significativa apenas nos tratamentos de 0, 3 e 9% de inclusédo de 6leo

de peixe marinho em relag&o a coleta inicial (Tabela 8).

Também ndo foram observadas diferenca significativa entre os
tratamentos para os acidos linolénico (C18:3n3, ALA) e esteariddnico (C18:4n3),
e suas quantidades nos tratamentos diminuiram consideravelmente quando
comparado a coleta inicial que diferiu dos quatros tratamentos. O acido
eicosadiendico (C20:2n6) teve maior quantidade na coleta inicial diferindo
(p<0,05) dos quatros tratamentos. O acido eicosapentaendico (C22:5n3)
também foi maior na coleta inicial, porém essa diferiu apenas dos tratamentos
sem inclusao de OPM e 3% de OPM (Tabela 8).

A maior (p<0,05) concentracdo de acidos graxos saturados foi observada
na dieta isenta de oleo de peixe marinho, diferindo (p<0,05) dos tratamentos com
6%, 9% de inclusdo de OPM e da coleta inicial. Ja para os acidos graxos
monoinsaturados (MUFA) néao foi observada diferenca significativa entre os
tratamentos, mas os quatros tratamentos diferiram da coleta inicial. Também foi
observada diferenca significativa para porcentagem de PUFAs e PUFAs-n3

sendo maior na coleta inicial e esta diferiu de todos os tratamentos (Tabela 8).
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Tabela 8. Perfil de acidos graxos (% do total detectado) do musculo de lambaris
alimentados com racfes contendo diferentes niveis de Oleo de peixe marinho,
por um periodo de 1 ano.

Nivel de Inclusdo de Oleo (%)

Acidos Graxos (%) Coleta Inicial 0 3 6 9
C14:0 1,28+0,4* 0,75+0,2 0,90+0,1 1,26x0,8 0,770,1
C16:0 9,82+5,4 C 28,33+1,0 A  28,93+0,2A  23,78+1,8B  26,49+1,9B
C16:1 4,5313,6 A 1,69+0,5 ABC  1,79+0,2 AB 1,14+0,2C  1,24+0,2BC
C18:0 12,83+7,4 16,72+3,3 14,96x2,6 15,34%0,9 17,03%1,5

C18:1n9 11,97¢28C  24,85+1,9AB  22,44+05B  2508+1,7A 22,07+1,7B
C18:2n6 (LA) 2,28£19B 7,45+1,4 A 7,62+1,9 A 5,13+0,5AB  6,79+0,4 A
C18:3n3 (ALA) 7,57+4,3 A 0,71+0,5B 0,54+0,3 B 1,57+2,1 B 0,61+0,2 B
C18:3n6 1,70+1,3 A 0,28t0,1AB  0,33x0,2AB  0,10+0,06 B 0,09+0,05 B
C18:4n3 9,33+t3,0 A 0,65+0,5 B 0,50+0,3 B 1,78t23B  0,67+0,08 B
C20:2n6 5,08£3,2 A 1,1240,3C 1,20+0,06 C 2,70¢1,0B 1,69+0,1 B
C20:3n6 3,84+4,2 1,69+0,3 1,51+0,04 2,02+0,5 1,750,2
C20:4n6 (ARA) 8,91+4,72 4,68+1,0 5,07+0,1 7,36+2,5 6,82+1,3
C20:5n3 (EPA) 2,05+1,7 2,75+1,2 4,53+0,5 3,14+0,7 2,66+0,4
C22:5n3 10,57+7,1 A 2,16+0,6 B 2,35+0,2 B 6,39+29A  4,66+1,96A
C22:6n3 (DHA) 8,203,0 6,19+2,2 7,33+0,8 3,19+1,2 6,64+2,8
SAT 23,94+9,14C  4580+4,0 A 44,78+2,6 AB 40,39+2,3 BC 44,29+3,6 AB
MUFA 16,51+4,6 B 26,5424 A  24,23x0,7A  2622+1,7A 23,31+18A
PUFA 59,55+12,7 A 27,66#30C 30,99+1,8 BC  33,39+2,3B 32,37+4,8 BC
PUFA N6 21,83+9,4 14,93+1,8 15,41+1,7 17,2242 4 17,05%0,7
PUFA N3 28,39+4,5 A 12,45+15C 15,25+0,3BC 16,07+2,1 B 15,24+4,1 BC
n6/n3 0,78+0,3 1,20+0,1 1,01+0,09 1,10+0,2 1,17+0,2

*médiatdesvio padrdo. Médias seguidas de diferentes letras diferem entre si (Tukey p>0,05). Fonte:

proprio autor.

Figado

Para o perfil de acidos graxos do figado, s6 foi observada diferenca

significativa para porcentagem de acidos graxos saturados (SAT), com maior

(p<0,05) concentragéo para a dieta isenta de OPM e com 3% de OPM (Tabela

9).

51



Tabela 9. Perfil de acidos graxos (% do total detectado) do figado de machos de
lambaris alimentados com rag¢des contendo diferentes niveis de Oleo de peixe
marinho, por um periodo de 1 ano.

Nivel de Inclus&o de Oleo (%)

Acidos Graxos (%) 0 3 6 9
C14:0 0,99+0,1* 2,41+£2.5 1,26%0,3 1,71+0,8
C16:0 26,37+2,7 23,7421 21,29+1,6 24,12+2 .8
Cil6:1 4,02+0,1 3,51+1,1 3,35%£1,0 3,57+1,5
C18:0 13,32+1,0 14,28+2,3 12,54+0,9 12,58+1,6

C18:1n9 38,23+3,9 31,93+10,7 33,57+3,6 26,62+6,3
C18:2n6 (LA) 3,75+0,2 4,19+£1,0 6,28+1,6 5,91+1,8
C18:3n3 (ALA) 1,32+0,8 1,40+1,4 4,53t3,4 1,40%0,5
C18:3n6 0,19+0,06 0,32+0,2 0,230,07 0,31+0,1
C18:4n3 1,01+0,7 0,96+0,9 2,43+2,3 1,08x0,3
C20:2n6 1,08+0,2 1,28+0,5 2,08£0,6 1,07+0,1
C20:3n6 1,2+0,1 1,38+1,0 1,91+0,2 1,60+0,4
C20:4n6 (ARA) 3,7310,3 4,02+4,0 4,08+1,2 3,40+£1,1
C20:5n3 (EPA) 2,50+1,1 5,42+4,6 1,93+£0,5 11,11+5,7
C22:5n3 1,5+0,3 1,32+1,3 1,56%0,6 1,01+0,5
C22:6n3 (DHA) 0,78+0,1 3,84+4,7 2,02+0,9 3,51+2,6
SAT 40,68+£3,9 A 40,43x4,1 A 35,09+0,3 B 38,40+1,7 AB
MUFA 42,26+3,8 35,44+11,6 36,92+4,6 32,19+7,7
PUFA 17,07+2,8 24,13+10,0 27,05+5,8 29,41+8,3
PUFA N6 9,77+0,9 10,87+5,9 14,36+2,2 11,98+1,7
PUFA N3 7,10+£2,5 12,94+6,4 12,46%6,0 17,11+8,8

*médiatdesvio padrdo. Médias seguidas de diferentes letras diferem entre si (Tukey p>0,05). Fonte:
proprio autor.

Testiculo

O perfil de acidos graxos do testiculo foi influenciado significativamente
pela inclusédo de 6leo de peixe marinho (Tabela 10). O &cido gama linolénico
(C18:3n6) teve maiores valores nos tratamentos isento de OPM e 3% de OPM e
estes diferiram estatisticamente dos tratamentos com maior incluséo (6% e 9%
de OPM). O acido eicosadiendico (C20:2n6) foi maior no tratamento com 9% de
inclusdo de OPM e este diferiu apenas do tratamento com 3% de OPM. Também
foi observada diferenca estatistica para o &cido eicosapentaenoico (C20:5n3,
EPA) que teve seu menor valor no tratamento com 3% de OPM e este diferiu dos
demais tratamentos. Ja o0 acido eicosapentaenoico (C22:5n3) teve maior valor

no tratamento sem inclusdo de Oleo de peixe marinho e este diferiu
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estatisticamente dos demais tratamentos. Para os demais acidos graxos nao
foram observadas diferencas estatisticas (Tabela 10).
Tabela 10. Perfil de &cidos graxos (% do total detectado) do testiculo de lambaris

alimentados com rag¢des contendo diferentes niveis de 6leo de peixe marinho,
por um periodo de 1 ano.

Nivel de Inclusdo de Oleo (%)

Acidos Graxos (%) 0 3 6 9
C14.0 0,85%0,2* 0,89+0,6 0,65x0,4 0,81+0,2
C16:0 20,46+1,6 19,48+1,9 18,53+2,4 17,52+0,9
Cil6:1 3,00%0,3 3,07+0,2 3,53+0,7 2,74x0,1
C18:0 9,75+0,4 9,09+1,0 8,60+0,5 9,04+2,2

C18:1n9 47,17+4,4 56,19+6,4 52,44+8,9 51,96+3,5
C18:2n6 (LA) 4,56+2,0 3,08+1,7 5,54+1,9 4,71+3,4
C18:3n3 (ALA) 0,29+0,1 0,44+0,4 0,32+0,2 1,35+1,2
C18:3n6 0,27+£0,05 A 0,46+£0,3 A 0,11+0,07 B 0,06+0,03 B
C18:4n3 0,34+0,08 0,53+0,2 0,50+0,4 1,28+1,3
C20:2n6 1,03x0,1 AB 0,63+0,2 B 1,04+0,1 AB 1,79+0,5 A
C20:3n6 1,01+0,2 0,70%0,2 0,90%0,2 0,89%0,6
C20:4n6 (ARA) 5,11+0,6 3,01+0,6 2,98+1,0 2,66+1,2
C20:5n3 (EPA) 1,70£0,1 A 0,22+0,1 B 1,71+0,5 A 2,371, 7 A
C22:5n3 3,35t0,5 A 0,89+0,5B 1,16+x0,4 B 1,32+0,7 B
C22:6n3 (DHA) 1,12+0,3 1,32+1,0 2,000,9 1,46+0,8
SAT 31,06+1,3 29,46+2,9 27,78+3,1 27,3729
MUFA 50,17+4,1 59,27+6,4 55,96+8,3 54,69+3,5
PUFA 18,78+3,1 11,27+3,9 16,2615,4 17,88+0,5
PUFA N6 6,790,8 3,39+1,3 5,69+2,2 7,77+3,3
PUFA N3 11,71+2,2 7,42+2.7 10,46%3,2 10,05+2,7

*médiatdesvio padrdo. Médias seguidas de diferentes letras diferem entre si (Tukey p>0,05). Fonte:

proprio autor.
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DISCUSSAO

Os lipidios sdo componentes fundamentais da dieta de peixes visto que
fornecem energia, fosfolipidios e acidos graxos essenciais, além de estarem
envolvidos em processos de transportes de vitaminas lipossollUveis e manter a
fluidez da membrana plasmatica (Watanabe, 1982; Sargent; Tocher; Bell, 2002).
Os &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa — LC PUFAs (EPA, DHA e
ARA) estdo envolvidos nessas funcdes e, quando fornecidos em quantidades
adequadas, melhoram o desempenho produtivo de peixes promovendo melhor
crescimento, utilizacao de alimentos e retencéo de proteinas (Asdari et al., 2011;
Ayisi et al., 2017; Sarameh et al., 2019; Tan et al., 2020; Ding et al., 2021; Guo
et al., 2021; Kokou et al., 2021; Wang et al., 2021).

Neste estudo com Astyanax lacustris verificou-se que a suplementacao
com 6leo de peixe marinho rico em PUFAs-63 nao influénciou significativamente
0s parametros relacionados ao desempenho produtivo com excecao do ganho
de lipidio. Isso demonstra que, a racdo formulada foi suficiente para os peixes
se desenvolverem adequadamente e que, a energia e 0s acidos graxos
fornecidos na dieta foram absorvidos e aproveitados sem prejudicar o seu
desempenho. Achado que corrobora com outros estudos ja realizados em
espécies do mesmo género nos quais a suplementacéo da dieta com lipidios nédo
afetou o seu desempenho produtivo (Tavares; 2011; Natori et al., 2016; Chaves
et al., 2019).

De acordo com Du et al. (2005) as exigéncias de lipidios na dieta de
peixes devem ser atendidas em um nivel 6timo, pois o excesso de lipidio
prejudica o crescimento, o que ndo foi observado com os niveis utilizados no

presente estudo.

O unico parametro que foi influenciado significativamente pela inclusédo de
Oleo para A. lacustris foi 0 ganho de lipidio (GL) resultado esperado uma vez que
o0 aumento do teor de lipidios da dieta, consequentemente promove uma maior
deposicdo de lipidios, como ja demonstrado em outras espécies como
Oplegnathus punctatus (Wang et al., 2021), Lateolabrax japonicus (Xie et al.,
2021).
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A composicdo corporal teve apenas 0s niveis de gordura e cinzas
alterados pelo aumento no nivel de inclusdo de 6leo de peixe marinho. O
aumento de gordura na composicdao corporal com a elevacdo no nivel de
inclusdo de lipidios também é relatado para Oreochromis niloticus (Ayisi et al.,
2017) e Oplegnathus punctatus (Wang et al., 2021). O aumento no teor de
gorduras foi compensado pela reducdo no teor de cinzas, o que também é
observado em tilapia do Nilo (El —Kasheif; Saad; Ibrahim, 2011).

Com relagcédo ao perfil de acidos graxos do musculo apds alimentacao
durante 105 dias, as racoes influenciaram na concentracdo de alguns acidos
graxos, a concentracdo do acido estearico (C18:0) diminuiu em relacdo a coleta
inicial, além disso a incluséo de 6leo de peixe até 6% também reduziu os valores
deste &cido no musculo. O acido esteérico (C18:0) € produto de alongamento do
palmitato, assim sua composi¢do possivelmente é reflexo da concentracédo do
acido palmitico da racdo (Chepkirui et al., 2021). A concentracdo do &cido
linolénico (C18:3n3, ALA) no musculo dos lambaris diminuiram de acordo com o
aumento da inclusdo de 6leo de peixe marinho mesmo ele estando em maior
concentracdo nas ra¢cGes com inclusédo de 6leo, o que difere do ja relatado para
outras espécies como: Danio rerio (Jay-Ram et al., 2008), Colossoma
macropomum (Paulino et al.., 2018) e Pelteobagrus fulvidraco (Fei et al., 2020),
em que a concentracdo de ALA do musculo refletiu a composi¢do da dieta ou
seja a maior concentracdo deste acido na dieta refletiu também em maior

concentracdo no musculo também.

A quantidade de DHA foi maior nos tratamentos com inclusédo de 6leo de
peixe marinho (3% e 9%), o que no caso do tratamento com 9% de OPM é reflexo
da alta concentracdo deste &cido na racao, juntamente com ALA que pode ser
convertido em DHA. No entanto, no tratamento com 3% de inclusdo de OPM a
maior deposi¢cdo de DHA demonstra a alta eficiéncia de A. lacustris converter
ALA em DHA, visto que a quantidade, tanto de ALA, como DHA na dieta com 3%
de OPM eram as menores entre os tratamentos com inclusdo de 6leo. De acordo
com Ren et al. (2012) os peixes de agua doce possuem alta capacidade de

converter o ALA em DHA.

Com relacéo a proporcao n6/n3 que é utilizada para avaliar a qualidade
nutricional da carne de peixe, e de acordo com Simopoulos (2002) esses valores
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nao devem ser superiores a 4,0 e segundo a FAO (2014) esse valor deve ser
inferior a 5. No presente estudo, o nivel de 9% de 6leo de peixe marinho foi o
anico que promoveu aumento na relacdo n6/n3 na composicao do musculo de

A. lacustris em relacdo a composi¢ao no inicio do experimento.

O aumento na quantidade de n6/n3 nas fontes proteicas para humanos &
importante pois influencia a sintese de LC-PUFAs, o0s quais estédo
correlacionados com prevencdes de doencas cardiovasculares, diabetes,
cancer, doenca de Alzheimer e depressao, sendo importante ainda para
desenvolvimento do cérebro e para saude materno-infantil (Martin et al., 2006;
Shahidi; Ambigaipalan, 2018; Sokota-Wysoczanska et al., 2018).

Apdbs um ano de alimentacdo uma quantidade maior de acidos graxos do
musculo foi influenciada pela inclusdo de 6leo de peixe marinho, sendo que a
alimentacdo por um periodo prolongado (1 ano) ocasionou a diminuicdo da
porcentagem PUFAs totais, PUFAs-n3 e n6 no musculo de A. lacustris em
relacdo ao periodo de 105 dias, com consequente aumento da porcentagem de
SAT e MUFA. J4 é amplamente comprovado que o perfil de acidos graxos dos
tecidos dos peixes reflete aqueles da sua dieta (Turchini et al., 2009; Xu et al.,
2020). E esse padrdo se manteve para PUFAs totais e PUFAs-n3 nos
tratamentos sem inclusédo, 3% e 6% de inclusdo de OPM, no entanto para o
tratamento com inclusao de 9% de OPM isso néo foi observado sendo observado
uma diminuicdo das suas concentracdes, apesar deste tratamento ser o que
tinha maior quantidade de PUFAs totais e PUFAs-n3 na racdo, demonstrando
gue o reflexo da composicao de acidos graxos da dieta sé ocorreu até a inclusédo
de 6% de 6leo, uma inclusdo maior (9%) por um periodo de 1 ano ndo seguiu o0
padréo observado para os demais tratamentos. Wang et al. (2021) avaliaram a
influéncia de lipidios da dieta sobre a composicdo lipidica muscular de
Oplegnathus punctatus e verificaram o mesmo efeito, um aumento do teor
PUFAs de acordo com aumento dos lipidios da dieta, com consequente
diminuicdo no tratamento com maior quantidade de lipidios, o que poderia ser
explicado porque niveis excessivos de lipidios na dieta afetam a retengéo e a

sintese de LC-PUFA para a espécie.

Em relagcéo ao perfil de acidos graxos do figado apenas a porcentagem
de SAT foi influenciada pela inclusdo de 6leo, sendo sua quantidade menor nos
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tratamentos com maior da inclusdo de 6leo de peixe (6 e 9%). Em estudo com
tilapia GIFT a alimentacdo com diferentes niveis de lipidios também resultou em
menor teor de SAT de acordo com o aumento dos niveis lipidicos da dieta

mesmo em um periodo de alimentagdo menor, 90 dias (Ding et al., 2021).

Apesar de ndo haver diferenca entre os tratamentos a porcentagens dos
acidos linolénico (C18:3n3, ALA), estearidbnico (C18:4n3), eicosadiendico
(C20:2n6) dihomo-gama-linolénico (C20:3n6), araquidbnico (C20:4n6, ARA),
eicosapentaenodico (C22:5n3) e quantidade de MUFA seguiram os padrdes
observados no tecido muscular, com maior concentracdo da maioria destes
acidos sendo encontrada no tratamento com 6% de OPM. Isto também ja
observado para Epinephelus coioides e Acanthopagrus schlegelii em que o perfil
de acidos graxos de ambos os tecidos muscular e hepatico seguiam o mesmo
padrao, assim como refletiam a composicéo da dieta (Jin et al., 2017; Qin et al.,
2022).

No testiculo de A. lacustris a porcentagem do &cido gama linolénico
(C18:3n6) foi influenciada pela inclusdo de 6leo, sendo que os tratamentos com
maior incluséo (6 e 9%) resultaram em menor concentragdo deste acido, em truta
arco-iris também foi observado uma reducédo da concentracdo desse acido graxo
no testiculo de acordo com o aumento de PUFA da dieta (Kopricu; Ozcan,
2019). Ja para os acidos eicosadiendico (C20:2n6) e eicosapentaendico
(C20:5n3, EPA) tiveram efeito contrério, as maiores inclusdes (6 e 9%) tiveram
maior quantidade destes acidos. O EPA tem papel importante na reproducéo
principalmente por estarem envolvidos na sintese de eicosanoides, juntamente
com ARA e DHA (Pérez et al., 2007). Além disso em enguias foi verificado que
EPA e DHA atuam como moduladores na sintese de andrégenos, a testosterona
e 11-cetotestosterona (11-KT), em especial durante a fase final de maturagéo do
esperma, demonstrando a importancia de EPA e DHA para reproducéao (Baeza
et al., 2015).
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CONCLUSOES

Assim, podemos concluir que, a inclusédo de até 9% 0leo de peixe marinho
nao influenciou o crescimento de A. lacustris, mas contribuiu com a composicéo

de acidos graxos no musculo, figado e testiculo.
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5. CAPITULO I



Efeito da suplementacéo dietética de &cidos graxos poli-insaturadoss
6mega 3 na qualidade do sémen de Astyanax lacustris

RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar o efeito da inclusdo de acidos graxos
poli-insaturados 6mega-3 (PUFAs-63) na dieta de machos de Astyanax lacustris,
sobre a qualidade seminal. Para tal, 400 machos foram dispostos em 20 caixas
de 180 L em sistema de recirculacdo. Os peixes receberam dietas isoproteicas
(32% PB) contendo 0, 3, 6 e 9% de inclusdo de 6leo de peixe marinho (OPM)
durante 105 dias. Apds este periodo os machos foram induzidos hormonalmente
a espermiacdo e o sémen coletado ap6s 226 horas/grau. Os parametros
avaliados foram osmolalidade, volume e coloragdo seminal, concentracéo,
morfologia, motilidade espermatica, integridade da membrana e parametros
cinéticos espermaticos: motilidade total e progressiva, velocidade curvilinea,
linear e média, coeficientes de linearidade e de retilinearidade, oscilacdo da
trajetoria, amplitude de deslocamento lateral da cabeca e frequéncia de
batimento cruzado. A coloracdo seminal variou de esbranquicado a amarelado.
O volume seminal foi maior nos tratamentos sem incluséo de 6leo de OPM e 3%
de OPM. A inclusdo de PUFAs-63 influenciou positivamente nos parametros
cinéticos, sendo que os tratamentos com 6% e 9% de OPM resultaram em
maiores valores para a maioria destes parametros, nao diferindo
estatisticamente entre si. Assim conclui-se que, a adicdo PUFAs-63 na
alimentacdo de reprodutores melhorou significativamente a qualidade seminal

dos machos de Astyanax lacustris.

Palavras-chave: 6leo de peixe marinho, reproducao, espermatozoides de peixe,
lambari-do-rabo-amarelo
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of including omega-3
polyunsaturated fatty acids (PUFAs-03) in the diet of Astyanax lacustris males on
seminal quality. For this, 400 fish were arranged in 20 boxes of 180 L in the
recirculation system. Fish received isoprotein diets (32% CP) containing 0, 3, 6
and 9% inclusion of marine fish oil (OPM) for 105 days. After this period, males
were hormonally induced to sperm, and semen was collected after 226 h/degree.
The parameters evaluated were osmolality, seminal volume and color,
concentration, morphology, sperm motility, membrane integrity, and sperm
kinetic parameters: total and progressive motility, velocity curvilinear linearity and
average, linearity and rectilinearity, coefficients of trajectory oscillation, head
lateral displacement amplitude, and cross-beat frequency. Seminal color ranged
from off-white to yellowish. Seminal volume was greater in treatments without
inclusion of OPM oil and 3% OPM. The inclusion of PUFAs-63 positively
influenced the kinetic parameters, with treatments with 6% and 9% OPM resulting
in higher values for most of these parameters, not statistically different from each
other. Thus, it is concluded that the addition of PUFAs-03 to the feed of breeders

significantly improved the seminal quality of A. lacustris males.

Keywords: marine fish oil; reproduction; fish sperm; yellowtail lambari
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INTRODUCAO

O sucesso da reproducéo de peixes em sistemas de producéo intensivo
€ dependente da qualidade dos gametas. Entende-se por gametas de alta
qualidade aqueles que estdo estruturalmente bem formados, possuindo
capacidade de fertilizacdo e de geracdo de descendentes viaveis (Valdebenito
Gallegos; Effer, 2013). Em sistemas intensivos de produgéo a producéo desses
gametas pode ser controlada por fatores ambientais como: fotoperiodo,
temperatura da agua ou substrato de desova, além disso as condicdes
nutricionais e fisioldgicas dos reprodutores em especial, tem efeito direto na
gqualidade dos gametas e consequentemente no desempenho reprodutivo dos
peixes (Bobe; Labbé, 2010; Mylonas; Fostier; Zanuy, 2010; Mylonas; Ducan;
Asturiano, 2017).

Diversos estudos (lzquierdo, Fernandez-Palacios, Tacon, 2001,
Watanabe e Vassallo-Agius, 2003; Ling et al., 2006; Hachero-Cruzado et al.,
2009; Norambuena et al., 2012) demonstram que a nutricdo influéncia nos
parametros reprodutivos tais como, o desenvolvimento gonadal, a quantidade e
qualidade dos oécitos e espermatozoides e a qualidade das larvas produzidas,
uma vez que a disponibilidade dos componentes bioguimicos essenciais para a
gametogénese e o controle da reproducdo podem ser afetados pelo estado
nutricional dos reprodutores (lzquierdo; Fernandez-Palacios; Tacon, 2001;
Norambuena et al., 2012).

E um dos principais fatores nutricionais que afetam significativamente o
desempenho reprodutivo em peixes é o teor de acidos graxos essenciais (AGES)
da dieta (Watanabe et al., 1984). Os lipidios, principalmente os acidos graxos
poli-insaturadoss de cadeia longa (LC-PUFA), que incluem o acido araquidonico
(20: 4 n-6, AA), acido eicosapentaendico (20: 5 n-3, EPA) e acido
docosahexaenodico (22: 6 n-3, DHA), sdo necessarios a dieta, pois séo
precursores de eicosandides que estdo envolvidos na producéo de esteroides,
desenvolvimento gonodal e manutencdo da integridade da membrana (Jaya-
Ram et al., 2008).

LC-PUFA também séo importantes para outras fun¢des, como o controle

da reproducéo e do desenvolvimento de embrides e/ou larvas de peixes, além
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de melhorar a qualidade dos espermatozoides (lzquierdo; Fernandez-Palacios;
Tacon, 2001; Norambuena et al., 2012). Os LC-PUFAs também podem ser
sintetizados a partir dos acidos graxos poli-insaturadoss (PUFAs), o &acido
linolénico (18: 3 w -3, ALA) e o acido linoléico (18: 2 w -6, LA), também
conhecidos como 6mega-3 e 6mega-6, respectivamente. Esses acidos graxos
sao considerados AGES, devido a incapacidade dos peixes em sintetiza-los no
corpo, e devem ser fornecidos na dieta (Izquierdo; Fernandez-Palacios; Tacon,
2001; Norambuena et al., 2012).

Os efeitos positivos da adicdo de lipidios na dieta sobre aspectos da
reproducdo de peixes, seja ha melhoria de qualidade do sémen e dos odcitos,
ou no aumento da taxa de fecundidade, da taxa de ecloséo e na sobrevivéncia
das larvas, ja foi relatada para varias espécies como: Danio rerio (Jaya-Ram et
al., 2008), Oreochromis niloticus (Ng; Wang, 2011), Colisa fasciatus (Hossen et
al.,, 2014), Acipenser baerii (Luo et al., 2017), Oncorhynchus mykiss
(Hajiahmadian; Moghanlou; Ardabili, 2016), Sparus aurata (Ferosekhan et al.,
2021) e Cyprinus carpio var. koi (Harshavardhan et al., 2021).

E notorio a importancia dos gametas de alta qualidade para o sucesso
reprodutivo em cativeiro, sendo a avaliacdo das caracteristicas seminais € rotina
imprescindivel na reproducao artificial para qualquer espécie. Para descri¢do de
um perfil espermatico, sdo analisados varios parametros relacionados as
caracteristicas seminais, como: volume seminal, taxa e duracdo da motilidade
espermética, morfologia e concentracdo dos espermatozoides, etc. (Murgas et
al., 2011; Zhang et al., 2017).

Ao longo dos anos, o conhecimento da fisiologia da reproducéo,
juntamente com os inumeros estudos de biologia de peixes, permitiu a
determinacdo de procedimentos de manejo que permitem a inducdo da
maturacdo gonadal dos peixes em sistema intensivos de producédo e,
consequentemente, a fertilizacao artificial dos odcitos, viabilizando a producéo
de peixes em grande escala, e 0 aumento da industria da piscicultura (Zaniboni-
Filho; Weingartner, 2007).

O lambari-do-rabo-amarelo, Astyanax lacustris (Garutti e Britski, 2000), é
uma especie rustica, de pequeno porte, com ciclo de vida rapido e que apresenta
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elevada produtividade em cultivo intensivo, devido a sua facilidade de manejo,
aceitacdo de alimentacdo artificial e alta prolificidade, sendo por isso
considerada uma espécie modelo, além de apresentar grande importancia
econdmica no mercado de isca vivas e para consumo humano (Sabbag et al.,
2011; Fonseca; Costa-Pierce; Valenti, 2017; Brambila-Souza et al., 2021)

Sendo assim, esse estudo teve como objetivo avaliar se a incluséo de
acidos graxos poli-insaturadoss 6mega-3 (PUFAs-063) na alimentacdo de
Astyanax lacustris, influencia na qualidade seminal dos reprodutores da espécie.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de llha Solteira, no Laboratério de Ictiologia Neotropical
(L.I.LNEO). Todos os procedimentos técnicos utilizados neste trabalho foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA, da Faculdade
de Engenharia de llha Solteira no processo CEUA- 12/2019 FEIS/UNESP.

Dietas experimentais

Foram formuladas 4 dietas isoproteicas distintas (32% PB) (Tabela 1) com
trés niveis de inclusao de 6leo de peixe marinho (OPM) purificado contendo altos
niveis de PUFAs-63 (3, 6 e 9% na dieta) e um dieta controle sem inclusdo de
oleo (0%), totalizando quatros tratamentos. Para o preparo das dietas, os
ingredientes foram triturados, misturados, umedecidos e processados em
extrusora Exteec, modelo Ex Micro, com matriz de 3 mm. Antes do
processamento da racdo, as mesmas foram submetidas a analises
bromatoldgicas (Laboratorio de Bromatologia, UNESP, Campus de llha Solteira)
(Tabela 1), bem como analise do perfil de acidos graxos do 6leo de peixe
marinho e das quatro dietas (Laboratério de Estudos de Fisiologia Animal,
UNESP, Campus llha Solteira e Laboratério de Metabolismo e Reproducédo de

Organismos Agquaticos, USP/ Campus Sao Paulo) (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 1. Ingredientes e composi¢cao centesimal de dietas experimentais para
reprodutores de Astyanax lacustris (valores expressos em % da matéria natural).

Dietas experimentais (%)

Ingredientes (%) 0 3 6 9
Farelo de soja 31,00 32,00 32,00 32,50
Milho 22,27 24,37 17,97 14,00
Quirera de arroz 16,00 10,90 14,00 12,70
Farinha de peixe (tilapia) 15,00 15,00 15,30 15,00
Glaten de milho 7,00 7,00 7,00 7,00
Farelo de trigo 6,00 5,00 5,00 7,22
Oleo de peixe marinho 0,00 3,00 6,00 9,00
Fosfato bicélcio 1,50 1,50 1,45 1,40
Calcario 0,40 0,40 0,45 0,35
Premix! 0,50 0,50 0,50 0,50

BHT, antioxidante 0,30 0,30 0,30 0,30
Antifingico (Filax) 0,03 0,03 0,03 0,03

TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00
Calculada?

Matéria Seca (%) 91,54 91,88 92,06 92,29
Proteina Bruta (%) 32,00 32,00 32,00 32,00
Extrato Etéreo (%) 3,11 6,11 8,96 11,84
Matéria Mineral (%) 7,12 7,15 7,15 7,17

Fibra Bruta (%) 2,84 2,77 2,69 2,90
Extrativo N&o Nitrogenado?®

(%) 44,09 41,47 38,89 36,15

Energia Bruta (kcal/kg) 3,965 4,136 4,293 4,464

Calcio 1,50 1,50 1,53 1,46

Fosforo 0,75 0,75 0,75 0,73

Lisina 1,90 1,91 1,92 1,92

Metionina 0,67 0,66 0,66 0,65

@ Mineral mix (Premix Raguife; Santa fé do Sul. SP. Brasil) por 5 Kg por tonelada: Fe 20,00 g/kg; Cu
3.500,00 mg/kg; Zn 24,00 g/kg; |1 160,00 mg/kg; Mn 10,00 mg/kg; Se 100,00 mg/kg; Co 80,00 mg/kg;
vitamina A 2.400.000,00 Ul/kg; vitamina D3 600.000,00 Ul/kg; vitamina E 30.000,00 Ul/kg; vitamina K3
3.000,00 mg/kg; vitamina C 60,00 g/kg; vitamina B1 4.000,00 mg/kg; vitamina B2 4.000,00 mg/kg; vitamina
B6 3.500,00 mg/kg; vitamina B12 8.000,00 mcg/kg; inositol 25,00 g/kg; colina 100,00 g/kg; Ac pantoténico
10,00 g/kg; biotina 200,00 mg/kg; Ac. Félico 1.200,00 mg/kg; niacina 20,00 g/kg; antioxidante *etc 5.000,00
mg/kg. @ Com base na analise da composicdo dos ingredientes. @ Extrato isento de nitrogénio (NFE) =
matéria seca - (proteina bruta + lipideo + matéria mineral + fibra bruta). Fonte: préprio autor.
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Tabela 2. Perfil de acidos graxos (% do total detectado) de 6leo de peixe marinho
utilizado na composicao de dietas experimentais para reprodutores de Astyanax

lacustris.

Acidos graxos

Oleo de peixe

C18:0
ci18:1
C18:2n6
C18:3n3
C20:4n3
C20:5n3
C22:5n3
C22:6n3

0,78
1,12
4,41

31,92
7,95
8,98

35,29
9,54

Fonte: proprio autor.

Tabela 3. Perfil de acidos graxos (%) detectado nas quatro dietas fornecidas aos

reprodutores Astyanax lacustris.

Dietas experimentais (%)

Acidos Graxos (%) 0 3 6 9
C14:0 1,65 1,54 1,67 1,94
C16:0 20,00 16,95 8,87 9,41
Cl6:1 3,04 2,92 4,50 3,34
C18:0 3,85 4,25 5,02 4,43
Ci18:1 31,42 6,32 6,68 574

C18:2n6 (LA) 34,36 16,38 7,82 7,10
C18:3n3 (ALA) 0,28 2,15 3,17 2,30
C18:3n6 1,82 7,41 4,50 1,16
C18:4n3 0,72 4,28 6,09 4,50
C20:2n6 0,00 1,56 0,35 0,96
C20:3n6 0,30 4,14 3,74 4,51
C20:4n6 (ARA) 0,66 8,14 7,66 5,07
C20:5n3 (EPA) 0,72 8,96 11,40 18,80
C22:5n3 0,14 1,71 1,91 2,39
C22:6n3 (DHA) 1,20 13,25 27,24 27,37
SAT 25,50 22,74 15,56 15,78
MUFA 34,47 9,24 11,18 9,08
PUFA 40,18 67,99 73,88 74,16
PUFAN6 37,13 37,64 24,07 18,80
PUFAN3 3,05 30,35 49,81 55,36

Fonte: préprio autor.
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Delineamento experimental

Foram utilizados 400 machos de A. lacustris, com peso médio de
2,08+0,44 g e comprimento total médio de 5,4+0,39 cm. Estes foram distribuidos
em 20 caixas de polietileno de 180 L dispostas em um sistema de recirculacao,

com uma densidade de 20 peixes por caixa.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado
com quatros tratamentos e cinco repeticbes, totalizando 20 unidades
experimentais. Os tratamentos foram compostos por quatros niveis inclusdo de
Oleo de peixe marinho (OPM) rico em PUFAs-63: 0 - racdo sem inclusdo de
PUFAs-03 (0% de OPM); 3 - ragao com inclusdo de 3% de PUFAs-03 (3% de
OPM); 6 - racdo com inclusdo de 6% de PUFAs-63 (6% de OPM) e; 9 - racéo
com inclusdo de 9% de PUFAs-63 (9% de OPM). Os peixes foram alimentados
duas vezes ao dia (9h e 17h) até a saciedade aparente durante 105 dias.
Durante todo periodo experimental foram monitoradas seguintes variaveis fisico-
guimicas da agua dos quatros tratamentos: pH, temperatura, oxigénio dissolvido
e condutividade elétrica medidas todo dia em dois periodos pela manha e a tarde
por meio de medidor multiparametros (ASKO - AK88v2). E a amonia total e nitrito
foram mensurados trés vezes na semana, utilizando o Kit Testes Alcon Labcon
(Tabela 4).

Tabela 4. Variaveis de qualidade de agua registradas durante o periodo
experimental de 105 dias.

Nivel de Inclus&o de Oleo (%)

Variaveis 0 3 6 9
Temperatura (°C) 28,5+2,01 28,4+1,91 28,6+1,97 28,5+1,96
pH 7,9+0,36 7,8+0,33 7,7+0,32 7,8+0,27
Oxigénio dissolvido (mg L-l) 4,9+2 .50 5,2+2,44 5,6+1,13 4,9+2,31
Amonia total (ppm) 0 0 0 0

Condutividade elétrica (uS cm-l) 334+61,31 321+27,50 328+17,06  336+31,78

Nitrito (ug L) 0 0 0 0
Fonte: proprio autor.
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Coleta do sémen

ApGs o periodo de 105 dias, os machos de A. lacustris foram induzidos
hormonalmente, utilizando Ovopel® (GnRh — analogo + Dopamina) em dosagem
anica (3mg/kg de peixe vivo) (Yasui et al., 2015). Apés 226 unidades térmicas
acumuladas (226 UTAs), (Carneiro-Leite et al., 2020) os machos foram sedados
com solucéo de benzocaina a 1% (SIGMA — ALDRICH E1501), sendo o0 sémen
extrusado por meio de massagem abdominal no sentido anteroposterior do
corpo, e coletado com auxilio de micropipetas de 10 - 100ul (KASVI-K1-100B),

evitando a contaminacdo com fezes, urina ou sangue.

Analise do sémen

Para verificar a influéncia da inclusdo do 6leo de peixe marinho sobre a
qualidade do sémen de A. lacustris foram analisados os seguintes parametros:
coloracéo e viscosidade seminal, duracdo da motilidade, considerando desde a
ativacao dos espermatozoides até a observacdo de 10% dos espermatozoides
moveis; volume seminal, considerando até o momento de parada da ejaculacéo
ou de observacdo de contaminacdo com sangue; concentracdo espermatica
(espermatozoides/mL), mensurada por meio da Céamara Hematimétrica de
Neubauer, para isso 0 sémen foi diluido em solucdo formol-salina na proporgcéao
de 1:1000, respectivamente (Ninhaus-Silveira et al.,, 2006). Também foi
determinada a osmolalidade do plasma seminal, para isto o sémen foi
centrifugado a 3.000 rpm, durante 15 minutos, sendo o sobrenadante coletado e

analisado em osmémetro (OSMOMAT® model 030, Berlim, Alemanha).

Os parametros de motilidade foram avaliados usando um sistema CASA
(Computer Assisted Sperm Analysis) (ISAS® Integrated Semen Analysis System,
Proiser, Valéncia, Espanha) acoplado a um microscopio de contraste de fase
UB200i (UOP/Proiser) com uma objetiva de contraste de fase negativa 10x. As
imagens foram capturadas com céamera ISAS 782C (Proiser, Espanha) e
processadas com software CASA usando 50 frames por segundo (fps). O sémen
foi ativado pela adicdo 30ul de agua destilada a 0,5ul de sémen em uma camera
Makler™ (Sefi Medical Instruments Ltd, Israel), e anélise realizada apos 10s de
ativacdo. Foram avaliados a motilidade total (MOT, %), motilidade progressiva

(PRG, %), espermatozoides rapidos (SptzRapido, %), velocidade curvilinea
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(VCL, um/s), velocidade linear (VSL, ym/s), velocidade média (VAP, um/s),
linearidade (LIN, %), coeficiente de retilinearidade (STR, %), oscilacdo média da
trajetoria espacial (WOB, %), amplitude de deslocamento lateral da cabeca
(ALH, um), frequéncia de batimento cruzado (BCF, Hz). Espermatozoides com
VAP < 10 um/s foram considerados iméveis, com > 25 ym/s médios e > 50 ym/s
rapidos. Todas as analises foram realizadas para os quatros tratamentos 0%,
3%, 6% e 9%.

A integridade da membrana espermética foi medida pelo método de
coloracdo eosina-nigrosina, para esta analise os espermatozoides foram
corados na proporcao 1:10:10 (sémen:eosina:nigrosina), sendo considerados
vivos quando permaneciam incolores, indicando membrana integra; ou mortos,
guando corados de rosa, indicando membrana rompida de acordo com Lopes et
al. (2018). Foram utilizados cincos animais por caixa/tratamento e contados 200
espermatozoides por peixe utilizando um microscopio de luz (Olympus CX41)
em aumento de 40X.

Além das analises citadas acima, também foi avaliada a normalidade
morfolégica dos espermatozoides. Para isso, 0 sémen de cinco animais por
tratamento foi fixado em solugcédo formol-salina proporcdo de 1:1000 (sémen:
fixador), corados com rosa bengala, na propor¢cao de 1:10 (corante: sémen) e
apos, 10 ul foi depositado em uma lamina de vidro e cobertos com laminula
(Streit-Junior et al., 2008). Em cada lamina foram analisados 100
espermatozoides, sendo a analise realizada sob microscopia Otica
(Zeiss/AXIOCAM-MRc5), em ampliacdo de 1000X. Os espermatozoides foram
classificados em normais ou danificados, sendo os danos classificados apenas
em alteracfes primarias (macrocefalia, microcefalia, degeneracdo na cabeca e
na peca intermediaria, cauda fraturada, coto da cauda e cauda fortemente
enrolada) e secundarias (cabeca normal livre, cauda dobrada simples, gota
proximal e distal) de acordo com Miliorini et al. (2011).

Analise estatistica

Os dados foram testados para normalidade dos erros e
homoscedasticidade. A analise de variancia (p<0,05) foi aplicada aos dados,

sendo aplicado o teste de Tukey para os dados paramétricos e o teste de
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Kruskal-Wallis para os dados n&do paramétricos. Para andlise dos dados foi

utilizado o programa estatistico R Studio.
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RESULTADOS

O sémen apresentou coloracdo esbranquicada a amarelada e aspecto
levemente viscoso, independente do tratamento considerado. Com relacdo ao
parametro de volume seminal os tratamentos com 6 e 9% de incluséo de 6leo de
peixe marinho (OPM) proporcionaram a obtengc&do do menor volume de sémen.
Para o tempo de motilidade espermatica o tratamento com 9% de OPM
apresentou valor (36,4%4,0 s) significativamente menor em comparacdo com 6%
de OPM (45,1+7,4 s) (Tabela 5). Para a osmolalidade seminal, concentracdo
espermética e integridade de membrana, ndo foi observada diferenca estatistica
entre os tratamentos (Tabela 5).

Tabela 5. Pardmetros seminais de lambaris alimentados com a inclusdao de
acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 (PUFAs-63) em sua dieta, pelo periodo
de 105 dias.

Nivel de Inclusdo de Oleo (%)

Parametros 0 3 6 9
Volume Seminal (ul) 42,5£32,1 A* 40,2£18,3 A 25,5+140AB 23+148B
Tempo de Motilidade (s) 40,3t7,1 AB 41,3+6,0 AB 45,1+7,4 A 36,4+4,0 B
Osmolalidade (mOsm) 300+0,01 286+0,007 277+0,01 290+0,005
Concentragdo espermatica (sptz/mL)  11,5¢5,3x10°  10,3%+3,9x10°  10,7+3,1x10° 11,4+4,5x10
Integridade de Membrana (%) 94,6+11,1 98,2+1,9 99+2,2 99,2+1 .4

Médias seguidas com letras diferentes na linha diferem estatisticamente (Kruskal-Wallis p<0,05). Fonte:
proprio autor. Fonte: proprio autor.

Nao foi encontrada diferenca significativa para a porcentagem de

alteracdes morfoldgicas primarias e secundaria (Tabela 6).
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Tabela 6. Andlise da normalidade morfolégica dos espermatozoides do sémen
fresco de Astyanax lacustris alimentado com a incluséo de acidos graxos poli-
insaturados 6mega-3 (PUFAs-63) em sua dieta, pelo periodo de 105 dias.

Nivel de Inclusdo de Oleo (%)

0 3 6 9
Alteracdes primarias (%) 44,6+20,5 32+6,7 32,619,3 38,6+10,7
Alteracdes secundarias (%) 19,4+3,8 14,4+6,8 10,6+4,6 13,4+12,7
Defeitos Totais (%) 64+11,6 47,88,7 43,2+7,3 52+6,8
Normal (%) 36+12,7 52,24+9,2 56,848,7 48+15,8

Fonte: proprio autor.

Para os parametros de motilidade total (MOT) e progressiva (PRG)
observou-se aumento significativo com a inclusdo de PUFAs-63 com destaque
para o tratamento com 9% de inclusdo OPM que apresentou valores maiores
(89,14+45% e 71,69+5,3%) que diferiram significativamente nesses dois
parametros do tratamento sem inclusdo de OPM (83,43+10,3% e 64,26+10,9%)
(Figura 1 e Tabela 7).

Figura 1. Resultados obtidos para motilidade espermatica total (MOT, %) e
progressiva (PRG, %) ap0s a aplicacao da alimentacdo com a inclusdo PUFAs-
03 na dieta de Astyanax lacustris pelo periodo de 105 dias.
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Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos (Kurskal-Wallis, p<0,05). Fonte: préprio
autor.
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Tabela 7: Variacdo dos parametros cinéticos espermaticos de reprodutores
tratados com 6leo de peixe marinho em relagcédo ao controle.

Niveis de Incluséo de Oleo (%) 0 3 6 9
Parametros cinéticos Total Total 1(%) Total I (%) Total | (%)
MOT (%) 83,43 87,26 4,59 87,5 488 89,14 6,84
PRG (%) 64,26 69,92 8,81 66,02 2,74 71,69 11,56
SptzRapido. (%) 15,93 19,20 20,53 77,94 389,27 80,21 403,52
VCL (um/s) 46,46 48,25 3,85 79,58 71,29 79,64 71,42
VSL (um/s) 35,28 36,90 4,59 79,58 125,57 68,23 93,40
VAP (um/s) 34,97 42,62 21,88 68,62 96,23 75,80 116,76

Legenda: Motilidade total - MOT; Motilidade progressiva — PRG; Espermatozoide rapido - SptzRapido;
Velocidade curvilinea - VCL,; Velocidade linear - VSL; Velocidade média — VAP; | - Aumento percentual em
comparagdo com o controle. Fonte: préprio autor.

Para os parametros VCL, VSL, VAP, nimero de espermatozoides rapidos,
LIN, STR, e WOB os tratamentos com 6% e 9% de OPM forneceram valores
significativamente maiores que os tratamentos com 0% e 3% de inclusdo de
OPM (Figura 2 A-B-C-D e Figura 3 A-B-C e Tabela 7).
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Figura 2. Resultados obtidos para A - porcentagem de velocidade rapida
(SptzRapido), média (SptzMédio) e lenta (SptzLento %), B - velocidade
curvilinea (VCL, pym/s), C - velocidade linear (VSL, pm/ s), D- velocidade média
(VAP, um/s%) ap6s alimentacdo com inclusdo de PUFAs-63 na dieta de
Astyanax lacustris por um periodo de 105 dias.
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Legendas: Espermatozoide rapido — SptzR4pido; Espermatozoide médio — SptzMédio; Espermatozoide
lendo - SptzLento. Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre os tratamentos (Kurskal-Wallis,
p<0,05). Fonte: proprio autor.
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Figura 3. Resultados obtidos para A - linearidade (LIN, %), B - coeficiente de
retilinearidade (STR, %) e C- oscilacdo média da trajetoria espacial (WOB, %),
apos alimentacao com inclusdo de PUFAs-63 na dieta de Astyanax lacustris por
um periodo de 105 dias.
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Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos (Kurskal-Wallis, p<0,05). Fonte:
proprio autor.

Os maiores valores para ALH e BCF foram observados nos tratamentos
com maior quantidade inclusdo de 6leo (6 e 9%) que diferiram estatisticamente

dos tratamentos sem inclusdo de OPM e com 3% de OPM. (Figura 4 A-B).

Figura 4. Resultados obtidos para A- amplitude de deslocamento lateral da
cabega (ALH, um) e B - frequéncia de batimento cruzado (BCF, Hz), apos
alimentacdo com inclusdo de PUFAs-63 na dieta de Astyanax lacustris por um
periodo de 105 dias.
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Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos (Kurskal-Wallis, p<0,05). Fonte: proprio
autor.
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DISCUSSAO

A qualidade dos gametas é fundamental para obtencéo de altas taxas de
fertilizacdo e eclosdo no processo de reproducédo, sendo considerado um fator
limitante para o sucesso reprodutivo (Gallego et al., 2013; Koépricu; Yonar;
Ozcan, 2015). No caso dos espermatozoides essa motilidade pode ser avaliada
e mensurada por meio dos parametros relacionados a capacidade de fertilizagdo
dos espermatozoides, que podem incluir dentre outros, a motilidade espermatica
total e progressiva, a rapidez da movimentacdo dos espermatozoides,
concentragdo espermatica, a presenca de anormalidades morfologicas nos
gametas e a integridade da membrana plasmatica (Fauvel et al., 2010; Gallego
et al., 2013).

Existem estudos que comprovam que a introducdo de maiores
guantidades de PUFAs na dieta dos peixes, melhoram a qualidade do sémen
(Kopriicu; Yonar; Ozcan, 2015; Yonar; Koprici; Ozcan, 2020). Segundo
Lahnsteiner et al. (2009), os lipidios sédo os principais recursos energéticos dos
espermatozoides em salmonideos, sendo importantes para manter a viabilidade
espermética. Fato perceptivel em nosso trabalho com Astyanax lacustris, ja que
muitos dos parametros utilizados para avaliacdo da qualidade seminal
apresentaram um aumento positivo com a introducdo do 6leo de peixe marinho

na dieta dos reprodutores.

No presente estudo os tratamentos com maior inclusao de 6leo (6 e 9%)
apresentaram menor volume seminal quando comparados com o tramento sem
inclusdo de OPM e 3% de OPM, no entanto para as espécies Dicentrarchus
labrax (Asturiano et al., 2001) e Oncorhynchus mykiss (Képriici; Yonar; Ozcan,
2015) a suplementacdo com PUFAs-n3 resultou em maior volume seminal
guando comparados ao controle. Tais resultados podem estar relacionados com
a diferenca da fisiologia das referidas espécies, que possuem diferentes ciclos
reprodutivos e vivem em ambientes mais frios, como também a necessidade de
um refinamento dos estudos para determinar a causa da queda da producao

seminal.

Para Oncorhynchus mykiss (Kopruci; Yonar; Ozcan, 2015) e Sparus

aurata (Ferosekhan et al., 2021) foi observado que a duragdo da motilidade
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espermatica foi aumentada pela inclusdo de PUFAs-63 na dieta de reprodutores
destas espécies, no nosso estudo o tratamento com 6% de OPM resultou em
maior duracao da motilidade, no entanto ndo sem diferenca significativa (p<0,05)
em relagdo ao tratamento sem inclusédo de OPM. No entanto, neste estudo os
resultados demonstram que para A. lacustris a inclusdo de 6leo limite para a
melhoria deste parametro foi de 6%, pois com a maior inclusédo (9%) a duracao

da motilidade foi significativamente reduzida.

Em relacdo aos pardmetros de concentragdo espermatica e integridade
da membrana plasmatica dos espermatozoides, a inclusédo de 6leo de peixe
marinho ndo influenciou positivamente ou negativamente, podendo ser
considerado que a quantidade de espermatozoides por volume de sémen € uma
caracteristica relacionada a espécie e que, a integridade da membrana esta mais

relacionada a boa genética dos exemplares utilizados.

Quanto a presenca de gametas sem deformidades de formag&o, nao
houve alteracdo significativa considerando a inclusdo ou ndo de PUFAs-063 na
dieta, resultado também observado para Rhamdia quelen (Rodrigues et al.,
2022) com suplementacéo da dieta com diferentes fontes de PUFAs. O que se
pode destacar é que, apesar de ndo ser observada diferenca estatistica, o
tratamento sem inclusdo de OPM propiciou um menor percentual de
espermatozoides normais, podendo conjecturar que apesar de ndo haver uma

melhora significativa o PUFAs-03 influenciou no quesito formacao celular.

O efeito dos PUFAs sobre a motilidade também foi observado para
Oncorhynchus mykiss (Kopriici; Yonar; Ozcan, 2015) onde o uso de uma dieta
rica em &cidos graxos poli-insaturadoss n-3 aumentou a motilidade em
comparacdo com o controle (sem adicdo de PUFAs-n3). Butts et al. (2015)
verificou efeito semelhante para o sémen de Anguilla anguilla que a adicédo de
acidos graxos poli-insaturadoss (EPA, DHA e ARA) na alimentacdo dos
reprodutores resultou em um aumento significativo da motilidade espermatica.
Em nosso experimento utilizando uma metodologia de analise de motilidade
mais sensivel corroborou os relatos acima com outras espécies de peixes em
gue ainclusao de PUFAs-63 proporciona um aumento na motilidade espermatica

e, mais especificamente em nosso experimento com A. lacustris a MOT e PRG.

84



Os parametros cinéticos espermaticos VCL, VSL e VAP, também foram
afetadas positivamente a partir da dieta com 6% de 6leo de peixe marinho, sendo
esta influéncia corroborada por Luo et al. (2017), que verificaram que as dietas
contendo maior quantidade de PUFAs resultou em aumento da cinética de
espermatozoides de Acipenser baerii. Efeito importante uma vez que estes
parametros cinéticos tém sido utilizados como indicadores de qualidade
espermatica, sendo altamente correlacionados com a capacidade de fertilizacao,
pois propiciam que os espermatozoides encontrem e penetrem na micrépila mais

rapidamente (Figueroa et al., 2016; Gallego et al., 2017; Leite et al., 2018).

De acordo com Beirdo et al. (2011), espermatozoides de peixes com
trajetéria mais lineares foram os que tiveram maior correlacdo com a taxa de
fertilizacdo, demonstrando que esté caracteristica € das mais importantes a ser
levado em conta na determinacdo da qualidade seminal em peixes. Em nosso
experimento os tratamentos de maior inclusdo de 6leo (6 e 9%) propiciaram o
aumento substancial do percentual de espermatozoides rapidos e dos
parametros cinéticos LIN, STR, WOB e BCF corroborando ainda mais a ideia
que os PUFAs sdo benéficos para melhoria da qualidade dos espermatozoides

de A. lacustris.

De acordo com Kowalski et al., 2006 e Krdl et al., 2009 o parametro ALH
pode ser tido indicador de maturacdo espermatica, N0 NOSSO em nOSSO
experimento, os tratamentos 6 e 9% de inclusdo de OPM propiciaram valores
significativamente maiores para ALH, no entanto € necessario pontuar que essa
maior movimentacdo lateral da cabeca pode prejudicar o movimento do

espermatozoide em direcdo a micropila, prejudicando a fertilizacao.
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CONCLUSOES

Assim, podemos concluir que a inclusdo de Oleo de peixe marinho
purificado contendo altos niveis de PUFAS-63 trouxe beneficios a qualidade
seminal de Astyanax lacustris. Os tratamentos 6 e 9% de inclusdo de 6leo de
peixe marinho proporcionaram melhor qualidade dos parametros seminais
avaliados. No entanto, levando em consideracao que as diferencas entre os dois
tratamentos em relacdo aos itens avaliados sdo sutis, que o aumento do
percentual de 6leo a ser utilizado é de 50% entre os tratamentos com 6% e 9%
de OPM, e considerando uma relacdo custo/beneficio, pode-se concluir que o
tratamento com 6% de inclusdo de 6leo foi o melhor tratamento para a melhorar

a qualidade seminal de A. lacustris.
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6. CAPITULO Il



Influéncia de dietas contendo diferentes niveis de acidos graxos poli-

insaturados dmega 3 na criopreservacado do sémen de Astyanax lacustris

RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar a influéncia do 6leo de peixe marinho (OPM)
rico em PUFAs-063 na dieta de machos Astyanax lacustris na qualidade do sémen
criopreservado. Para tal, 400 machos foram dispostos em 20 caixas de 180 L em
sistema de recirculacdo e alimentados com dietas isoproteicas (32% PB)
contendo 0, 3, 6 e 9% de inclusdo de 6leo de peixe marinho durante 1 ano. Apés,
induzidos hormonalmente a espermiacdo e o sémen coletado apds 226 UTAS,
avaliado e diluido em duas solu¢cdes crioprotetoras na proporcédo 1:9 (sémen:
diluente): 1 — dimetilformamida 10% + glicose 5%; 2 — dimetilformamida 10% +
NaCl 0,8%, envasado em palhetas de 0,25 mL e congelados em vapor de
nitrogénio. Apoés 30 dias as amostras foram descongeladas e avaliados a cinética
espermatica, integridade de membrana, morfologia, composicédo lipidica do
sémen e capacidade de fertilizacdo. A solugéo 1 ndo propiciou diferenga entre
tratamentos para a maioria dos parametros cinéticos, sendo os maiores valores
obtido no tratamento sem inclusdo de OPM, porém a solucdo 2 resultou em
diferencas para todos os parametros cinéticos com excecao de ALH, sendo os
maiores valores obtidos no tratamento sem inclusdo de OPM e este diferiu
apenas do tratamento com 9% de OPM. Todos os protocolos testados para
criopreservacdo ocasionaram aumento de alteracdbes morfolégicas nos
espermatozoides, mas propiciaram a integridade de membrana e capacidade de
fertilizacdo. Pode-se concluir que, a inclusdo de 6leo de peixe marinho até 6%
nao influenciou nos parametros cinéticos apés a descongelacdo, com melhores
resultados obtidos no tratamento sem inclusédo de OPM. Preservando também a
capacidade de fertilizagdo dos espermatozoides criopreservados de Astyanax

lacustris.

Palavras-chave: congelacéo, oleo de peixe marinho, qualidade do sémen.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the influence of marine fish oil (OPM) rich in
PUFAs-03 in the diet of Astyanax lacustris males on the quality of cryopreserved
semen. For this purpose, 400 males were placed in 20 boxes of 180L in a
recirculation system and fed isoprotein diets (32% CP) containing 0, 3, 6 and 9%
inclusion of marine fish oil for one year. Upon, they were hormonally induced to
spermiation and the semen collected after 226 UTA, evaluated and diluted in two
cryoprotective solutions in a 1:9 ratio (semen: diluent): 1 - 10%
dimethylformamide + 5% glucose; 2 — 10% dimethylformamide + 0.8% NaCl,
packaged in 0.25mL straws and frozen in nitrogen vapor. After 30 days the
samples were defrosted and evaluated for sperm kinetics, membrane integrity,
morphology, semen lipid composition and fertilization capacity. Solution 1 did not
provide differences between treatments for most kinetic parameters, the highest
values being obtained in the treatment without inclusion of OPM, however
solution 2 resulted in differences for all kinetic parameters with the exception of
ALH, the highest values being obtained in the treatment without inclusion of OPM
and this differed only from the treatment with 9% of OPM. All protocols checked
for cryopreservation caused an increase in morphological changes in sperm, but
provided membrane integrity and fertilization capacity. It can be concluded that
the inclusion of marine fish oil up to 6% did not influence the kinetic parameters
after defrosting, with better results obtained in the treatment without inclusion of
OPM. Also preserving the fertilization capacity of cryopreserved sperm of

Astyanax lacustris.

Keywords: freezing, marine fish oil, semen quality.
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INTRODUCAO

A criopreservacao € uma biotecnologia de armazenamento de células e
tecidos em temperaturas ultra baixas, geralmente em nitrogénio liquido a -196°C
por longos periodos, sem a perda da viabilidade funcional e estrutural (Carvalho,
2012). Neste sentido, o desenvolvimento desta técnica é fundamental para o
estabelecimento de bancos genéticos que propiciardo a conservacao de material
genético de espécies de peixes nativos em perigo ou ameacadas de extin¢ao, o
que permite o desenvolvimento de projetos de recuperacdo ou manutencao de
ambientes aquaticos com resultados mais concretos. Como também, para a
utilizagdo pelos piscicultores, contribuindo substancialmente para o
desenvolvimento da producéo aquicola no pais, pois possibilita a disponibilidade
de gametas (espermatozoides) durante todo o ano, e elimina a assincronia
reprodutiva entre machos e fémeas e reduz os gastos com a manutengao de um
grande numero de reprodutores em sistemas intensivos de producao, o que
facilita a insercdo de genes melhorados ou selvagens, aumentando assim a
diversidade genética do plantel, e evita a endogamia e facilitando os processos
de melhoramento genético das espécies (Ninhaus-Silveira et al., 2002; Diaz et
al., 2021; Dhanasekar; Selvakumar; Munuswamy, 2022; Fujimoto et al., 2022).

Entretanto, a aplicacdo dos protocolos para criopreservacdo nos
espermatozoides 0s expfe a processos agressivos como: exposicdo a
substancias quimicas que podem apresentar certa toxicidade, abaixamento
rapido da temperatura, seguido da congelacdo a temperaturas extremamente
baixas e, posteriormente, exposicdo a um processo de aguecimento para uma
descongelacédo rapida. Assim, os gametas podem ficar expostos a formacéao de
cristais de gelo intra e extracelular, além da exposicdo a um estresse osmético
e oxidativo, o que pode levar a ocorréncia lesdes morfolégicas, perda de energia
e de danos a estrutura de seu DNA, levando a uma reducdo da qualidade
seminal, com diminuicdo das caracteristicas de motilidade dos espermatozoides
e, consequentemente, da sua capacidade de fertilizacéo (Figueroa et al., 2016;
Jang et al., 2017; Diaz et al., 2019; Xin et al., 2019; Dhanasekar; Selvakumar;
Munuswamy, 2022; Franca et al., 2022).

Visando minimizar e/ou inibir danos que podem ser gerados pela

aplicacao dos protocolo criogénicos aos gametas, sdo desenvolvidas solugcdes
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crioprotetoras ou extenders que podem ser compostas por varias substancias,
com diferentes fungdes: 1) sais, acucares e proteinas (NacCl, glicose, gema de
ovo, lactose, etc.), que tém a funcéo de proteger os espermatozoides do frio e
do estresse osmotico e oxidativo, além de estabilizar a membrana plasmética e
fornecer nutrientes para as células; 2) substancias quimicas crioprotetoras, como
o dimetilsulféxido, o metanol e a dimetilformamida que tem a funcdo de
desidratar as células e diminuir o ponto crioscopico dos meios intra e
extracelulares, evitando a formacéo de cristais de gelo que podem danificar os
espermatozoides (Viveiros et al., 2012; Salmito-Vanderley et al., 2014, Best,
2015; Lopez; Leal; Viveiros, 2015; Bhattacharya; Prajapati, 2016; Salmito-
Vanderley; Almeida-Monteiro; Nascimento, 2016; Pinheiro et al., 2016; Elliott;
Wang; Fuller, 2017; Perry et al., 2019; Torres et al., 2022; Maulida et al., 2023).

Outro fator que influencia a qualidade do sémen criopreservado € a
nutricdo adequada dos reprodutores, fator fundamental para uma gametogénese
correta com a formacdo adequada dos espermatozoides e, da composi¢cao do
fluido seminal. Produzindo assim, um sémen de alta qualidade, com gametas
mais resistentes as etapas que compdem 0s protocolos para criopreservacao
seminal (Pustowka et al., 2000; Izquierdo; Fernandez-Palacios; Tacon, 2001;
Vassallo-Agius et al., 2001; Beirdo et al., 2015).

A qualidade da racdo dos reprodutores é fator fundamental, nesse
sentido, e com a ideia de atuar na qualidade da formacao das células gaméticas
e de disponibilidade energética, a inclusdo de 6leo de peixe e de vegetais ricos
acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) nas racdes, com énfase ao PUFAs-63,
pode alterar a composicéo lipidica da membrana dos espermatozoides, visto que
a membrana € lipoproteica e rica em PUFAs, podendo torna-la mais fluida,
resistente e com maior permeabilidade. A fluidez dessa membrana é
determinada pela temperatura do ambiente e pela composi¢ao dos fosfolipidios,
do colesterol, bem como do grau de insaturacdes dos acidos graxos e a interacao
lipidio-proteina. A maior fluidez e permeabilidade da membrana plasmatica dos
espermatozoides propicia uma maior resisténcia quando da aplicacdo dos
protocolos criogénicos, nos quais estdo envolvidos 0s processos de
desidratacéo e hidratacédo celular e mudancas do estado fisico do meio intra e

extracelular, resultando em uma melhor qualidade seminal pos
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descongelamento. (Pustowka et al., 2000; Beirdo et al., 2015; Horokhovatskyi et
al., 2016; Klaiwattana et al., 2016; Dadras et al., 2017; Samaee; Manteghi;
Estévez, 2018; Xin et al., 2020).

Varios experimentos relatam que a adicdo de acidos graxos poli-
insaturados (PUFAS) nas rag0es dos reprodutores melhora a qualidade sémen
criopreservado, aumentando a motilidade total e os varios aspectos cinéticos dos
espermatozoides, a duracdo da motilidade espermatica, a capacidade de
fertilizagé@o e a qualidade das larvas produzidas (Pustowka et al., 2000; Cabrita
et al., 2014; Navarro et al., 2014). Como também foi relatado que, a adicdo de
PUFAs na solucdo crioprotetora também melhora a qualidade do sémen
descongelado de peixes marinhos e de agua doce demonstrando assim a
importancia dos PUFAs para a otimizacdo do processo de criopreservacao
(Bozkurt; Yavas, 2021; Diaz et al., 2021).

No entanto, uma maior permeabilidade da membrana dos
espermatozoides pela troca de lipidios, quando da diluicdo do sémen pelo
extender, poderia alterar a composi¢ao da fluido intracelular, além de diluir o
fluido seminal tornando os gametas mais suscetiveis ao estresse oxidativo e
consequente peroxidacao lipidica, principalmente durante o processo de
criopreservacao, pois estas alteracdes poderiam modificar o sistema de defesa
natural antioxidante seminal pela diminuicAo da concentracdo desses
antioxidantes no meio. Assim, a adicdo exagerada de PUFAs na dieta pode
maximizar esse efeito negativo, o que acabaria afetando funcédo espermatica e
diminuindo a qualidade seminal pos descongelacdo (Klaiwattana et al., 2016;

Sandoval-Vargas et al., 2021).

Astyanax lacustris conhecida popularmente como lambari-do-rabo-
amarelo é pertencente a familia Characidae, possui pequeno porte, rapido
crescimento, habito alimentar onivoro, podendo ser reproduzida durante todo o
ano com alta de fecundidade, além disso é utilizada como modelo biolégico (Orsi;
Carvalho; Foresti, 2004; Sabbag et al., 2011; Gongalves; Ferroli; Viegas, 2012;
Stevanato; Ostrensky, 2018; Rocha et al., 2020; Brambila-Souza et al., 2021).
Além disso possui grande interesse econdmico particularmente pelo mercado de

iscas-vivas e também para o consumo direto (Fonseca; Costa-Pierce; Valenti,
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2017). No entanto até o0 momento ndo ha nenhum protocolo de criopreservacao

estabelecido para a espécie.

Assim, este estudo tem por objetivo avaliar a influéncia de dietas contendo
Oleo de peixe marinho rico em PUFAs-63 na criopreservacdo do sémen de
Astyanax lacustris, que mantenha a viabilidade e funcionalidade dos

espermatozoides da espécie.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de Ilha Solteira, no Laboratério de Ictiologia Neotropical
(L.I.LNEO). Todos os procedimentos técnicos utilizados neste trabalho foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA, da Faculdade
de Engenharia de llha Solteira no processo CEUA- 12/2019 FEIS/UNESP.

Dietas experimentais

Foram formuladas 4 dietas isoproteicas distintas (32% PB) (Tabela 1) com
trés niveis de inclusao de 6leo de peixe marinho (OPM) purificado contendo altos
niveis de PUFAs-63 (3, 6 e 9% na dieta) e um dieta controle sem inclusdo de
oleo (0%), totalizando quatros tratamentos. Antes do processamento da racao,
as mesmas foram submetidas a andlises bromatologicas (Laboratério de
Bromatologia, UNESP, Campus de llha Solteira) (Tabela 1), bem como analise
do perfil de acidos graxos do Oleo de peixe marinho e das quatro dietas
(Laboratério de Estudos de Fisiologia Animal, UNESP, Campus llha Solteira e
Laboratdrio de Metabolismo e Reproducdo de Organismos Aquaticos, USP/
Campus Sao Paulo) (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 1. Ingredientes e composi¢cao centesimal de dietas experimentais para
reprodutores de Astyanax lacustris (valores expressos em % da matéria natural).

Dietas experimentais (%)

Ingredientes 0 3 6 9
Farelo de soja 31,00 32,00 32,00 32,50
Milho 22,27 24,37 17,97 14,00
Quirera de arroz 16,00 10,90 14,00 12,70
Farinha de peixe (tilapia) 15,00 15,00 15,30 15,00
Gluten de milho 7,00 7,00 7,00 7,00
Farelo de trigo 6,00 5,00 5,00 7,22
Oleo de peixe marinho 0,00 3,00 6,00 9,00
Fosfato bicélcio 1,50 1,50 1,45 1,40
Calcario 0,40 0,40 0,45 0,35
Premix? 0,50 0,50 0,50 0,50

BHT, antioxidante 0,30 0,30 0,30 0,30
Antifangico (Filax) 0,03 0,03 0,03 0,03

TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00
Calculada?

Matéria Seca (%) 91,54 91,88 92,06 92,29
Proteina Bruta (%) 32,00 32,00 32,00 32,00
Extrato Etéreo (%) 3,11 6,11 8,96 11,84
Matéria Mineral (%) 7,12 7,15 7,15 7,17

Fibra Bruta (%) 2,84 2,77 2,69 2,90
Extrativo Ndo Nitrogenado®

(%) 44,09 41,47 38,89 36,15

Energia Bruta (kcal/kg) 3,965 4,136 4,293 4,464

Calcio 1,50 1,50 1,53 1,46

Fésforo 0,75 0,75 0,75 0,73

Lisina 1,90 1,91 1,92 1,92

Metionina 0,67 0,66 0,66 0,65

M Mineral mix (Premix Raguife; Santa fé do Sul. SP. Brasil) por 5 Kg por tonelada: Fe 20,00 g/kg; Cu
3.500,00 mg/kg; Zn 24,00 g/kg; | 160,00 mg/kg; Mn 10,00 mg/kg; Se 100,00 mg/kg; Co 80,00 mg/kg;
vitamina A 2.400.000,00 Ul/kg; vitamina D3 600.000,00 Ul/kg; vitamina E 30.000,00 Ul/kg; vitamina K3
3.000,00 mg/kg; vitamina C 60,00 g/kg; vitamina B1 4.000,00 mg/kg; vitamina B2 4.000,00 mg/kg; vitamina
B6 3.500,00 mg/kg; vitamina B12 8.000,00 mcg/kg; inositol 25,00 g/kg; colina 100,00 g/kg; Ac pantoténico
10,00 g/kg; biotina 200,00 mg/kg; Ac. Félico 1.200,00 mg/kg; niacina 20,00 g/kg; antioxidante *etc 5.000,00
mg/kg. @ Com base na andlise da composicdo dos ingredientes. @ Extrato isento de nitrogénio (NFE) =

matéria seca - (proteina bruta + lipideo + matéria mineral + fibra bruta). Fonte: préprio autor.
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Tabela 2. Perfil de &cidos graxos (% do total detectado) de 6leo de peixe marinho
utilizado na composicao de dietas experimentais para reprodutores de Astyanax

lacustris.

Acidos graxos

Oleo de peixe

C18:0
ci18:1
C18:2n6
C18:3n3
C20:4n3
C20:5n3
C22:5n3
C22:6n3

0,78
1,12
4,41
31,92
7,95
8,98
35,29
9,54

Fonte: proprio autor.

Tabela 3. Perfil de &cidos graxos (%) detectado nas quatro dietas fornecidas aos

reprodutores Astyanax lacustris.

Dietas experimentais (%)

Acidos Graxos (%) 0 3 6 9
C14:0 1,65 1,54 1,67 1,94
C16:0 20,00 16,95 8,87 9,41
Cil6:1 3,04 2,92 4,50 3,34
C18:0 3,85 4,25 5,02 4,43
Ci18:1 31,42 6,32 6,68 574

C18:2n6 (LA) 34,36 16,38 7,82 7,10
C18:3n3 (ALA) 0,28 2,15 3,17 2,30
C18:3n6 1,82 7,41 4,50 1,16
C18:4n3 0,72 4,28 6,09 4,50
C20:2n6 0,00 1,56 0,35 0,96
C20:3n6 0,30 4,14 3,74 451
C20:4n6 (ARA) 0,66 8,14 7,66 5,07
C20:5n3 (EPA) 0,72 8,96 11,40 18,80
C22:5n3 0,14 1,71 1,91 2,39
C22:6n3 (DHA) 1,20 13,25 27,24 27,37
SAT 25,50 22,74 15,56 15,78
MUFA 34,47 9,24 11,18 9,08
PUFA 40,18 67,99 73,88 74,16
PUFAN6 37,13 37,64 24,07 18,80
PUFAN3 3,05 30,35 49,81 55,36

Fonte: proprio autor.
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Delineamento experimental

Foram utilizados 400 machos de A. lacustris, com peso médio de
2,08+0,44 g e comprimento total médio de 5,4+0,39 cm. Estes foram distribuidos
em 20 caixas de polietileno de 180 L dispostas em um sistema de recirculacéo,

com uma densidade de 20 peixes por caixa.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado
com quatros tratamentos e cinco repeticbes, totalizando 20 unidades
experimentais. Os tratamentos foram compostos por quatros niveis inclusdo de
Oleo de peixe marinho (OPM) rico em PUFAs-63: 0 - racdo sem inclusdo de
PUFAs-03 (0% de OPM); 3 - ragao com inclusdo de 3% de PUFAs-03 (3% de
OPM); 6 - racdo com inclusdo de 6% de PUFAs-63 (6% de OPM) e; 9 - racéo
com inclusédo de 9% de PUFAs-63 (9% de OPM). Os peixes foram alimentados
duas vezes ao dia (9h e 17h) até a saciedade aparente durante o periodo de 12
meses. Durante todo periodo experimental foram monitoradas seguintes
variaveis fisico-quimicas da agua dos quatros tratamentos: pH, temperatura,
oxigénio dissolvido e condutividade elétrica medidas todo dia em dois periodos
pela manhd e a tarde por meio de medidor multiparametros (ASKO - AK88v2). E
a amonia total e nitrito foram mensurados trés vezes na semana, utilizando o Kit
Testes Alcon Labcon (Tabela 4).

Tabela 4. Variaveis de qualidade de agua registradas durante o periodo
experimental de 12 meses.

Nivel de Inclusdo de Oleo (%)

Variaveis
0 3 6 9
Temperatura (°C) 28,8+2,06 28,6+1,71 28,7+1,68 28,6+1,79
pH 7,7+0,38 7,8+0,40 7,7£0,39 7,910,31
Oxigénio dissolvido (mg L) 4,8+2,48 5,1+2,38 5,7+1,26 4,9+2,19
Amonia total (ppm) 0 0 0 0

Condutividade elétrica (uS cm™) 328+60,35 326+28,36 330+17.06 334+28,75
Nitrito (ug L) 0 0 0 0

Fonte: préprio autor.

102



Indug&o hormonal e Coleta do sémen

Ap0s o periodo de um ano, os machos de A. lacustris foram induzidos
hormonalmente, utilizando Ovopel® (GnRh — analogo + Dopamina) em dosagem
anica (3mg/kg de peixe vivo) (Yasui et al., 2015). Apos 226 unidades térmicas
acumuladas (226 UTAs), (Carneiro-Leite et al., 2020) os machos foram sedados
com solucdo de benzocaina a 1% (SIGMA — ALDRICH E1501), sendo o sémen
extrusado por meio de massagem abdominal no sentido anteroposterior do
corpo, e coletado com auxilio de micropipetas de 10 - 100ul (KASVI-K1-100B),

evitando a contaminacdo com fezes, urina ou sangue.

Criopreservacao do sémen e descongelacao seminal

Antes do processo de criopreservacao foi realizada a andlise do sémen
fresco utilizando o programa computadorizado de analise espermatica - CASA
(Computer Assisted Sperm Analysis) (ISAS® Integrated Semen Analysis System,
Proiser, Valéncia, Espanha) e apenas as amostras com motilidade total, igual ou
superior a 80% foram utilizadas para a congelacdo, tendo como média geral:
MOT 86,28+7,6%, PRG 63,75+7,5%, Sptzrapidos 71,65+10,0%, Sptzmédios
8,1+4,4%, Sptzlentos 5,98+3,2, VCL 81,86+7,1um/s, VSL 68,05+7,5um/s, VAP
76,50+7,4um/s, LIN 82,93+3,9%, STR 88,79+2,5%, WOB 93,34+2,0%, ALH
1,14+4,5um e BCF 14,80+7,6pum.

Para a criopreservacdo o sémen coletado foi dividido em trés pools (20
animais por pool) por tratamento, posteriormente o sémen foi diluido na
proporcdao 1:9 (sémen:solucdo) e criopreservados em duas solugcbes
crioprotetoras composta por: solucdo 1 — dimetilformamida 10% + glicose 5%;
solucdo 2 — dimetilformamida 10% + NaCl 0,8%, estas solu¢bes foram
escolhidas apos testes pilotos. O sémen diluido foi envasado em palhetas de
0,25mL e congelados em vapor de nitrogénio (caixa de isopor 40 cm x 28 cm X
35 cm) posicionados em rampa de nitrogénio a 2 cm da superficie do nitrogénio
por 10 minutos e apOs mergulhados em nitrogénio e posteriormente
armazenadas em botijdo de nitrogénio liquido (-196°C). Apds o periodo de trinta
dias as amostras foram descongeladas por imersao em banho maria a 40°C por
5s.
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Andlises pos descongelacdo

Composicéo lipidica do sémen

O perfil de acidos graxos das fracdes totais do sémen foi analisado por
transmetilacdo direta, utilizando método descrito por Parish et al., (2015). Foram
utilizado um pool (100ul) de sémen fresco de cada tratamento para determinacao
da composicao lipidica do sémen fresco e para o sémen descongelado foi
utilizada uma palheta (250ul) dos trés pools de cada solucao crioprotetora para
0S quatros tratamentos. Amostras foram homogeneizadas em 3mL da solucdo
metanol: diclorometano: &cido cloridrico concentrado (10: 1: 1 v:v:v) e mantidas
em banho-maria por 2 horas a 80°C. Apds a retirada e resfriamento, foram
adicionados 1mL de &gua destilada, 1,8 mL de solucdo hexano: diclorometano
(4:1 v:v). Apos, os tubos foram centrifugados a 2000 rpm por 5 minutos e a

camada superior organica removida e transferida para vials de injecao.

A determinacdo do perfil dos acidos graxos foi realizada por
cromatografia gasosa, utilizando um cromatografo a gas (Varian GC 3900)
acoplado a onizador de chama (FID) e auto-injetor. A identificacdo dessas
moléculas foi feita com base nos tempos de retencéo, utilizando-se padrdes
compostos de metil ésteres (FAME) (SUPELCO, 37 components, Larodan
Chemical Company - Mixture Me93 e Qualmix PUFA fish M - Menhaden Oil),

com resultados expressos em %.

Cinética espermética

A cinética espermatica foi avaliada usando um sistema CASA (Computer
Assisted Sperm Analysis) (ISAS® Integrated Semen Analysis System, Proiser,
Valéncia, Espanha) acoplado a um microscéopio de contraste de fase UB200i
(UOP/Proiser) com uma objetiva de contraste de fase negativa 10x. As imagens
foram capturadas com camera ISAS 782C (Proiser, Espanha) e processadas
com software CASA usando 50 frames por segundo (fps). O sémen foi ativado
pela adicdo 40ul de 4gua do meio a 0,2ul de sémen em uma camera Makler™
(Sefi Medical Instruments Ltd, Israel), e analise realizada ap6s 10s de ativacao.
Foram avaliados a motilidade total (MOT, %), motilidade progressiva (PRG, %),

espermatozoides rapidos (SptzRapido, %) meédios (Sptzmédios, %) e lentos
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(Sptzlentos, %), velocidade curvilinea (VCL, um/s), velocidade linear (VSL,
pm/s), velocidade média (VAP, um/s), linearidade (LIN, %), coeficiente de
retilinearidade (STR, %), oscilacdo média da trajetéria espacial (WOB, %),
amplitude de deslocamento lateral da cabega (ALH, um), frequéncia de
batimento cruzado (BCF, Hz). Espermatozoides com VAP < 10 uym/s foram
considerados iméveis, com > 25 ym/s médios e > 50 ym/s rapidos. Todas as
analises foram realizadas para os quatros tratamentos 0%, 3%, 6% e 9% de
OPM.

Integridade da membrana

A integridade da membrana espermatica foi medida pelo método de
coloracdo eosina-nigrosina, para esta andlise o0s espermatozoides
descongelados foram corados na proporgao 1:10:10 (sémen:eosina:nigrosina),
sendo considerados vivos quando permaneciam incolores, indicando membrana
integra; ou mortos, quando corados de rosa, indicando membrana rompida de
acordo com Lopes et al. (2018). Foram utilizados trés pools por tratamento e
contados 200 espermatozoides por pool utilizando um microscépio de luz
(Olympus CX41) em aumento de 40X.

Normalidade morfologica

Para analise dos danos morfol6gicos o sémen descongelado dos trés
pools de cada tratamento foi fixado em solugao formol-salina proporgao de 1:100
(sémen: fixador), corados com rosa bengala, na proporcédo de 1:10 (corante:
sémen) e apos, 10 ul foi depositado em uma lamina de vidro e cobertos com
laminula e avaliados (Streit-Junior et al., 2008). Em cada lamina foram
analisados 100 espermatozoides, sendo a andlise realizada sob microscopia
Otica (Zeiss/AXIOCAM-MRc5), em ampliacdo de 1000X. Os espermatozoides
foram classificados em normais ou danificados, sendo os danos classificados
apenas em alteracOes primarias (macrocefalia, microcefalia, degeneracdo na
cabeca e na peca intermediaria, cauda fraturada, coto da cauda e cauda
fortemente enrolada) e secundéarias (cabeg¢a normal livre, cauda dobrada

simples, gota proximal e distal) de acordo com Miliorini et al. (2011).
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Fertilizagc&o

Para fertilizag&o foram utilizadas fémeas maduras de A. lacustris que nao
estavam submetidas aos tratamentos (0, 3, 6 e 9% de OPM). Para isso as
fémeas foram induzidas hormonalmente, utilizando Ovopel® em dosagem Unica
(3mg/kg de peixe vivo) (Yasui et al., 2015). Apds um periodo de oito horas foi
realizada a extrusdo dos odcitos por meio de massagem abdominal. Para
fertilizagéo foi realizado um pool de 15 fémeas, e dividido em placas de petri,
sendo utilizado aproximadamente 1.500 odcitos para cada palheta (1,3x10°
espermatozoides/mL), também foi realizado um controle com sémen fresco para

comparacao entre as solucdes e o sémen fresco dentro de cada tratamento.

Posteriormente o sémen descongelado foi misturado aos odécitos em placa
de Petri, sendo o sémen ativado com agua do meio e apds 2 minutos os 6vulos
foram transferidos para placas de Petri armazenadas em incubadoras de
demanda bioquimica de oxigénio (BOD) a uma temperatura 26°C (Yasui et al.,
2015). A taxa de fertilizacdo foi determinada 3 horas apds a fecundacdo no
estagio de blastula, para isso os ovos foram fixados em solucdo de Karnovsky e
realizado a contagem para determinar a porcentagem de fertilizacdo. O resultado
é dado pela formula Fertilizacdo (%) = (NUmero de fertilizados/Total de ovdcitos)
x 100.

Analise estatistica

Os dados foram testados para normalidade dos erros e
homoscedasticidade. A andlise de variancia (p<0,05) foi aplicada aos dados,
sendo aplicado o teste de Tukey para os dados paramétricos e o teste de
Kruskal-Wallis para os dados ndo paramétricos para comparacdo entre 0s
quatros tratamentos. E para comparacao entre as solucdes crioprotetoras foram
utilizados o teste T para os dados paramétricos e teste de Mann Whitney para
os dados ndo paramétricos. Para analise dos dados foi utilizado o programa

estatistico R Studio.
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RESULTADOS
Composicéo lipidica do sémen
Composicéo lipidica do sémen fresco

O perfil de acidos graxos do sémen fresco de cada tratamento esti
disposto na Tabela 6. O sémen do tratamento sem inclusédo de OPM teve uma
porcentagem média de acidos graxos de 50,44% de &cidos graxos
monoinsaturados (MUFA), 38,26% de acidos graxos saturados (SAT) e 11,30%
de acidos graxos poli-insaturados (PUFASs). O tratamento com 3% de OPM teve
50,52% de MUFA, 39,02% de SAT e 10,47% de PUFAs. J4 para o tratamento
com 6% de OPM a maior porcentagem média acidos graxos foi de SAT (48,65%),
seguido por 33,96% de MUFA e 17,39% de PUFAs. E o tratamento com 9% de
OPM também teve maior porcentagem de SAT (43,44%), depois MUFA com
38,49% e 18,07% de PUFAs (Tabela 6).
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Tabela 6. Composicéo lipidica do sémen fresco dos quatros tratamentos (0, 3, 6
e 9% de OPM) apoOs alimentacdo com inclusdo de PUFAs-63 na dieta de
Astyanax lacustris por um periodo de 1 ano.

Nivel de Inclusdo de Oleo (%)

Acidos Graxos (%) 0 3 6 9
C14.0 2,35 4,38 7,75 4,23
C16:0 10,65 9,24 6,65 13,25
Cil6:1 1,29 1,28 0,79 1,13
C18:0 7,54 10,84 2,53 8,81

C18:1n9 19,42 5,94 4,06 21,04
C18:2n6 (LA) 0,77 1,20 1,30 1,03
C18:3n3 (ALA) 0,75 0,79 2,20 0,37
C18:3n6 0,46 0,43 0,32 0,56
C18:4n3 1,22 1,28 3,62 1,32
C20:0 17,73 14,56 31,72 17,16
C20:1 29,73 43,30 29,11 16,32
C20:2n6 0,65 0,90 1,85 0,62
C20:3n6 0,21 0,36 0,36 0,69
C20:4n6 (ARA) 0,78 0,15 0,56 3,03
C20:5n3 (EPA) 4,06 4,58 5,21 3,89
C22:5n3 0,51 0,02 0,40 1,86
C22:6n3 (DHA) 1,90 0,76 1,57 3,82
SAT 38,26 39,02 48,65 43,44
MUFA 50,44 50,52 33,96 38,49
PUFA 11,30 10,47 17,39 18,07
PUFA N3 8,43 7,44 13,00 11,25
PUFA N6 2,87 3,03 4,39 6,82

Composicéo lipidica do sémen descongelado

Para a composicéo lipidica do sémen descongelado foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos para ambas as solugdes utilizadas
(Tabela 7). Primeiramente para solugéo 1, foi observada diferenca significativa
para 0 acido estearico (C18:0) sendo a maior porcentagem encontrada no
tratamento sem inclusdo de OPM e este diferiu apenas do tratamento com 9%
de OPM. O &cido linoleico (C18:2n6, LA) foi maior no tratamento com 6% de
OPM e este diferiu estatisticamente dos tratamentos com 3% e 9% de OPM
(Tabela 7). Também foi observada diferenga significativa para os acidos
estearidonico (C18:4n3) e acidos araquiddnico (C20:4n6, ARA) para ambos o
tratamento com 6% de OPM teve maior quantidade e este diferiu apenas do
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tratamento com 3% de OPM. O percentual de &cido docosapentaendico
(C22:5n3) foi maior no tratamento sem inclusdo de OPM, diferindo
significativamente apenas em relacdo ao tratamento com 6% de OPM (Tabela
7).

Também foi observada diferenca significativa para MUFA que foi
encontrado em maior porcentagem no tratamento com 3% de OPM diferindo
apenas do tratamento com 6% de OPM que apresentou menor quantidade. Para
PUFA e PUFA-n6 também foi observada diferenca (p>0,05) sendo o tratamento
com 6% de OPM o que teve maior porcentagem desses acidos e este diferiu
apenas do tratamento com 3% de OPM que teve menor porcentagem (Tabela
7).

Com relagdo a solugéo 2, o acido estearico (C18:0) apresentou diferenca
significativa, sendo maior nos tratamentos sem inclusao de OPM e 3% de OPM
e diferindo dos tratamentos com maior inclusao (6 e 9%). O acido dihomo-gama-
linolénico (C20:3n6) foi maior no tratamento com 6% de OPM e este diferiu
estatisticamente apenas do tratamento sem inclusdo de OPM. Também foram
observadas diferencas significativas para PUFA com maiores porcentagens nos
tratamentos com 3% e 6% de OPM, diferindo apenas do tratamento sem inclusao
de OPM. Para a porcentagem de PUFA-n3 o tratamento com 6% de OPM teve
maior valor, e este diferiu apenas do tratamento sem inclusdo de OPM que teve
0 menor valor. Ja o PUFA-n6 foi maior no tratamento com 3% de OPM diferindo

estatisticamente apenas do tratamento sem inclusédo de OPM (Tabela 7).

Para diferenca entre as solucdes dentro cada tratamento, também foi
observada diferencas significativas (Tabela 7). O tratamento sem incluséo de
OPM apresentou diferenga significativa para o acido graxo palmitoléico (C16:1)
e PUFA-n3 com maior quantidade quando utilizado a solucdo 1 para
criopreservacdo. O MUFA também apresentou diferenca (p>0,05), porém a
maior porcentagem foi observada quando utilizado a solugdo 2. Para o
tratamento com 3% de OPM foi observado diferenca significativa entre as
solucdes para os acidos estearico (C18:0), araquidonico (C20:4n6, ARA) e acido
docosahexaendico (C22:6n3, DHA) sendo os maiores valores obtidos utilizando

a solugéo 2 no congelamento (Tabela 7).
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No tratamento com 6% de inclusdo de OPM foram observadas diferencas
significativas entre as solu¢des apenas para o acido gama linolénico (C18:3n6)
que foi maior quando utilizada a solucdo 2, e para PUFA-n6 que teve maior
porcentagem quando foi usada a solugéo 1 no congelamento. Para o tratamento
com 9% de OPM néo foi observada nenhuma diferenca entre as solugdes

utilizadas para o processo de criopreservacao (Tabela 7).
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Tabela 7. Composicao lipidica do sémen descongelado dos quatros tratamentos (0, 3, 6 e 9% de OPM) apés alimentacdo com
inclusdo de PUFAs-063 na dieta de Astyanax lacustris por um periodo de 1 ano.

Nivel de Incluséo de Oleo (%)

0 6 9
Acidos Graxos (%) Solucéo 1 Solucéo 2 Solucéo 1 Solucao 2 Solucao 1 Solucao 2 Solucéo 1 Solucédo 2
C14:0 6,54+0,3 5,82+1,5 7,56+4,2 5,87+0,7 6,85+2,5 10,31+2,2 5,99+0,6 6,65+3,5
C16:0 15,98+1,1 14,51+2,4 15,99+5,2 14,43+2,4 14,32+0,4 12,00+2,9 13,231£3,0 11,84+1,6
Cil6:1 2,62+0,2 * 1,33+0,6 2,97+0,4 2,11+0,3 2,21+0,8 2,06+0,4 1,6040,1 2,35+0,8
C18:0 10,49+0,9 A 9,48+t1,4a | 8,65+t0,3AB * 9,94+0,2 a 9,51+0,1 AB 7,87£1,0b 7,68+1,1B 7,06+0,2 b
C18:1n9 21,91+3,0 22,19+4,8 27,92+11,7 16,56+3,5 15,89+3,7 16,6315,2 16,43+4,9 20,74+11,9
C18:2n6 (LA) 1,62+0,07 AB 1,15+0,7 0,84+0,2 B 2,14+1,3 2,06+0,6 A 1,43%0,7 0,64+0,4 B 1,32+0,8
C18:3n3 (ALA) 3,67+0,9 2,562+0,7 3,33+2,3 4,64+2,6 8,70+1,4 4,39+3,4 6,165,0 2,31+0,5
C18:3n6 0,73+0,02 1,10+0,2 1,03+0,2 1,15+0,2 1,05+0,08 * 1,25+0,02 1,1310,1 1,17+0,01
C18:4n3 3,52+0,4 AB 3,10+1,0 2,65+1,7B 3,73%1,3 6,99+0,8 A 4,49+3,7 5,76+4,82 AB 1,74+0,08
C20:0 4,08+0,02 7,38+3,9 3,43+1,6 4,88+0,6 2,24+0,8 5,18+2,9 4,47+1,7 8,62+0,1
C20:1 9,96+2,3 15,2245,2 11,30+5,4 11,38+2,0 8,27+0,7 11,08+4,2 15,9745,9 15,9043,8
C20:2n6 3,14+0,07 3,00+1,2 2,07+1,6 2,97+0,9 4,89+0,8 3,05+1,1 4,55+3,4 2,03+0,2
C20:3n6 1,23+0,6 0,26+0,2 b 0,80+,2 1,99+1,1a 1,4040,3 0,63+0,3 ab 1,0341,3 0,64+1,1 ab
C20:4n6 (ARA) 0,85+0,3 AB 1,26+0,5ab | 0,58+0,4B * 2,03+0,5a 1,76+0,3 A 1,02+0,3 b 0,77+0,4 AB 1,93+0,01 ab
C20:5n3 (EPA) 6,11+3,0 8,02+2,3 7,31+1,1 10,19+3,1 10,31+1,8 14,16+2,3 8,87+0,3 11,79+6,0
C22:5n3 4,98+2,3 A 1,62+1,4 1,19+0,8 AB 1,18+0,4 0,96+0,3 B 1,95+1,2 2,67+1,0 AB 1,02+0,6
C22:6n3 (DHA) 2,46%1,1 1,97+0,2 2,36+0,5 * 4,74+1,1 2,60+0,3 2,43+2,0 3,06+0,8 2,82+2,4
SAT 37,11+0,1 37,20£3,2 35,64+3,6 35,13+2,8 32,92+2,9 35,38+4,7 31,3616,5 34,19+2,1
MUFA 34,50+0,9 AB * 38,75+1,3 42,1949,1 A 30,05+5,5 26,37£2,1B 29,77+5,7 34,00£10,4 AB 38,99+7,2
PUFA 28,37+0,7 AB  24,04+2,3b | 22,17+9,0B 34,80+6,9 a 40,7113 A 34,83+10,5a | 34,64+16,9 AB  26,80+5,0 ab
PUFA N3 20,77+0,4 * 17,24+1,8 b 16,83+6,7 24,49+5,4 ab 29,55+0,7 27,43+9,8 a 26,52+11,6 19,69+7,4 ab
PUFA N6 7,60+0,2 AB 6,79+0,6 b 5,33t2,3B 10,30+1,8 a 11,16x1,0 A * 7,40+1,0 ab 8,11+5,3 AB 7,10+£2,3 ab

Legendas: Solugédo 1 — DMF 10% + glicose 5%; Solug¢éo 2 — DMF 10% + NaCl 0,8%. Letras maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos para a
solugdo 1. Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos para a solugdo 2 (Kurskal-Wallis, Tukey, p<0,05). *Indica diferenca estatistica entre
as solucdes para cada tratamento (Teste T, Mann-Whitney, (p<0,05). Fonte: préprio autor.
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Analise cinética espermatica

Na analise de parametros cinéticos foram observadas diferencas
significativas em alguns parametros avaliados entre os tratamentos, para as
duas solucdes utilizadas para criopreservacdo. No uso da solugéo 1 (DMF 10%
+ glicose 5%) em relacdo aos parametros MOT, PRG, Sptz-médios e lentos,
VCL, LIN, STR, WOB, ALH e BCF néo foi observada diferenca significativa entre
os tratamentos (Figura 1 A-B-D-E-F, Figura 2 A-B-C-D-E). O percentual de Sptz-
rapidos, foi superior (p<0,05) para o tratamento sem inclusdo de OPM em
relacdo aos tratamentos com 6 e 9% de OPM. (Figura 1 C). A tratamento sem
inclusdo de OPM também resultou em maiores valores (p<0,05) para VLS e VAP,

deferindo apenas do tratamento com inclusdo de 6% OPM. (Figura 1 G-H).
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Figura 1. Resultados obtidos para A - motilidade espermatica total (MOT, %), B -
progressiva (PRG, %), C - porcentagem de espermatozoides rapidos
(SptzRapidos, %), D - porcentagem de espermatozoides médios (SptzMédios,
%), E - porcentagem de espermatozoides lentos (SptzLentos, %), F — velocidade
curvilinea (VCL, um/s), G - velocidade linear (VSL, um/ s) e H - velocidade média
(VAP, um/s) do sémen descongelado, apds a aplicagéo da alimentagdo com a
inclusdo PUFAs-03 na dieta de Astyanax lacustris pelo periodo de de 1 ano.
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Legendas: Solu¢éo 1 — DMF 10% + glicose 5%; Solugdo 2 — DMF 10% + NaCl 0,8%. Letras maiusculas
diferentes indicam diferencga estatistica entre os tratamentos para a solugéo 1. Letras minusculas diferentes
indicam diferenca estatistica entre os tratamentos para a solucao 2 (Kurskal-Wallis, Tukey, p<0,05). *Indica
diferenca estatistica entre as solu¢des dentro de cada tratamento (Teste T, Mann-Whitney, (p<0,05). Fonte:
proprio autor.
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Para a solucdo 2 (DMF 10% + NacCl 0,8%) foram observadas diferencas
estatisticas (p<0,05) para a maioria dos parametros avaliados, com excecao de
ALH. Para MOT, PRG, Sptz-rapidos e médios, VCL, VAP e BCF, o tratamento
sem inclusédo de OPM propiciou os maiores valores, diferindo em relagédo ao
tratamento com 9% de OPM (Figura 1 A-B-C-D-F-H, Figura 2 E,). O tratamento
sem inclusdo de OPM resultou ainda em maiores valores para VSL, LIN e STR,
diferindo significativamente em relacdo aos tratamentos com 6% e 9% de OPM
(Figura 1 G, Figura 2 A-B). Em relagdo ao parametro WOB, o tratamento sem
inclusdo de OPM sO diferiu estatisticamente e positivamente apenas do
tratamento com 6% de OPM (Figura 2 C). Com relacdo ao percentual de
espermatozoides lentos (Sptz-lentos) o tratamento com 9% de OPM
proporcionou valor significativamente menor que os outros tratamentos (Figura
1 E).
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Figura 2. Resultados obtidos para A - linearidade (LIN, %), B - coeficiente de
retilinearidade (STR, %), C- oscilagdo média da trajetéria espacial (WOB, %), D
- amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH, um) e E - frequéncia de
batimento cruzado (BCF, Hz) do sémen descongelado, apos alimentagdo com
inclusdo de PUFAs-03 na dieta de Astyanax lacustris por um periodo de 1 ano.
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Legendas: Solugdo 1 — DMF 10% + glicose 5%; Solugdo 2 — DMF 10% + NaCl 0,8%. Letras maiusculas
diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos para a solucédo 1. Letras minusculas diferentes
indicam diferenca estatistica entre os tratamentos para a solugdo 2 (Kurskal-Wallis, Tukey, p<0,05). *Indica

diferenca estatistica entre as solu¢des dentro de cada tratamento (Teste T, Mann-Whitney, (p<0,05). Fonte:
préprio autor.

Em relacdo a diferenca entre as solugcbes dentro de cada tratamento,
foram observadas diferencas apenas para os tratamentos sem inclusdo de OPM
e com 9% de OPM. No tratamento sem inclusdo de OPM foi observada diferencga

para o parametro WOB, para o qual a solugdo 2 propiciou maior percentual

(83,34+5,2%) e, para ALH e BCF em que o uso da solugao 1 resultou em maiores
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valores (1,14+0,1 um e 13,4+0,6 um) para estes parametros (Figura 2 C-D-E).
Em relacdo ao tratamento com 9% de inclusdo de OPM foram observadas
diferenca significativas para MOT, PRG, Sptz-lentos, VCL, ALH e BCF e para
todos estes parametros a utilizagdo da solucdo 1 resultou em maiores valores
(Figura 1 A-B-E-F, Figura 2 D-E).

Integridade de membrana

N&o foi observada diferenca estatistica entre os tratamentos para a

integridade de membrana (Figura 3).

Figura 3. Resultados obtidos para integridade de membrana dos
espermetozoides descongelados, apds alimentacdo com inclusdo de PUFAs-63
na dieta de Astyanax lacustris por um periodo de 1 ano.
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Legendas: Solu¢éo 1 — DMF 10% + glicose 5%; Solugdo 2 — DMF 10% + NaCl 0,8%. Letras maiusculas
diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos para cada solucdo. Letras mindsculas
diferentes indicam diferenca estatistica entre as solu¢des e o sémen fresco dentro de cada tratamento
(Kurskal-Wallis, Tukey, p<0,05). Fonte: proprio autor.

Em relacao a diferenca entre as solugcdes e o sémen fresco dentro de cada
tratamento, apenas os tratamentos com 3% e 9% de incluséo de OPM
apresentaram diferencas significativas, onde o sémen fresco teve maior
porcentagem de espermatozoides integros (97,66 0,8 e 96,66+0,5%) e este

diferiu da solucéo 1 e 2 para ambos os tratamentos (Figura 3).

Normalidade morfologica
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Todos os tratamentos independentemente da solucao utilizada resultaram
em 100% de espermatozoides com danos apés descongelamento, com excecao
do tratamento sem inclusdo de OPM utilizando a solugéo 2 e o tratamento com
9% de OPM utilizando a solugéo 1 que tiveram 1% de espermatozoides normais,
no entanto o proprio sémen fresco de cada tratamento ja apresentava baixa

guantidade de espermatozoides normais (Tabela 5).

Para a solugéo 1 ndo foram observadas diferengas estatisticas entre os
tratamentos para a quantidade de espermatozoides normais ou com defeitos,
assim como para alteragfes primarias e secundarias (Tabela 5). Para a solugéo
2 foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos para a
porcentagem de alteracBes primarias no qual o tratamento com 6% de inclusao
de OPM teve a maior valor (94,0+2,7%), mas este diferiu apenas do tratamento
com 3% de OPM que teve o menor valor (81,33+2,7%). Para as alteracdes
secundarias a maior porcentagem foi encontrada no tratamento com 3% de OPM
(18,66+2,7%) e este diferiu apenas do tratamento com 6% de OPM (6,0+0,8%)
(Tabela 5).

Com relacéo a diferenca entre as solucdes e o sémen fresco dentro de
cada tratamentos, todos os tratamentos apresentaram diferenca entre o sémen
fresco e as duas solucbes para a porcentagem de espermatozoides normais,
sendo o fresco que teve maiores porcentagens. Efeito contrario foi observado
para a quantidade de danos, em que para todos os tratamentos a utilizagéo de
ambas as solucdes resultaram em maiores porcentagens de danos
independentemente do tratamento. Para a porcentagens de alteracdes primarias
e secundarias nao foram observadas diferencas significativas entre as solucdes

e 0 sémen fresco para nenhum dos tratamentos (Tabela 5).
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Tabela 5. Resultados obtidos para normalidade morfolégica dos espermatozoides, apos alimentacdo com inclusdo de PUFAs-63 na
dieta de Astyanax lacustris por um periodo de 1 ano.

Nivel de Inclusdo de Oleo (%)
0 3 6 9
Sémen = = Sémen x x Sémen x x Sémen . x
Fresco Solugéo 1 Solugéo 2 Fresco Solugdo 1l Solucéo 2 Fresco Solugdo 1l Solucéo 2 Fresco Solugéo 1 Solugéo 2
Alteragdes
Primérias 7546,2 92,33+4,0 A 91,33+5,1ab | 73,33#8,8 75,66+6,4 A 81,33+2,7b 79+4,0 87,66+8,4 A 94,0+2,7a | 77,33%54 91+2,6 A 89,0+5,4 ab
Alteracdes
Secundarias 6,66+3,1 7,66+4,0 A 8,0+4,6 ab 10,33+4,5 24,33+6,4 A 18,66x2,7b 8+1,5 12,3384 A 6,0£0,8 a 81,7 8,66+x2,7 A 11,0454 ab
Defeitos
Totais (%) 7545,1* 100+0,0 A 9910,0 a 7745,4* 100+0,0 A  100+0,0 a 87+2,6* 100+0,0 A  100+0,0 a 82+5,1* 99+0,0 A 100+0,0 a
Normal (%) 18,3345,1* 0A la 16,3345,4* 0A Oa 13+2,6* 0A Oa 14,66+5,1* 1A Oa
Legendas: Solugdo 1 — DMF 10% + glicose 5%; Solugéo 2 — DMF 10% + NaCl 0,8%. Letras mailsculas diferentes indicam diferencga estatistica entre os tratamentos para a

solugdo 1. Letras mindsculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos para a solugao 2 (Kurskal-Wallis, Tukey, p<0,05). *Indica diferenca estatistica entre

as solucdes e o sémen fresco dentro de cada tratamento (Kurskal-Wallis, Tukey, p<0,05). Fonte: préprio autor.
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Fertilizagc&o

N&o foi observada diferenca estatistica entre os tratamentos para a taxa
de fertilizacdo (Figura 4).
Figura 4. Resultados obtidos para taxa de fertilizacdo do sémen fresco e

criopreservado, apos alimentacdo com inclusdo de PUFAs-63 na dieta de
Astyanax lacustris por um periodo de 1 ano.
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Legendas: In (%) — percentual de incluséo de 6leo de peixe marinho; Solucéo 1 — DMF 10% + glicose 5%;
Solucéo 2 — DMF 10% + NaCl 0,8%. %. Letras maiusculas diferentes indicam diferencga estatistica entre os
tratamentos para cada solugéo. Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre as solugées
e 0 sémen fresco dentro de cada tratamento (Kurskal-Wallis, Tukey p<0,05). Fonte: proprio autor.

Em relacao a diferenca entre as solu¢ces e o sémen fresco dentro de cada
tratamento, apenas o tratamento com 9% de inclusdo de OPM apresentou
diferenca significativa, sendo a solucdo 1 responsavel pela maior taxa de
fertilizacdo (75,46+0,3%) e esta diferiu da solugcéo 2 (64,97+6,6%) e do sémen
fresco (61,36%7,0%) (Figura 4).
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DISCUSSAO

Para todos os parametros cinéticos analisados independente da solugéo
crioprotetora utilizada houve uma reducdo acentuada nos valores dos
parametros em relacdo ao sémen fresco, algo esperado, uma vez que o
processo de congelacao/descongelacdo diminui a qualidade do sémen para
maioria das espécies de peixes, sdo diversos os fatores que podem estar
relacionados com essa perda de qualidade, tais como danos na morfologia, no
DNA, na membrana do espermatozoide, na mitocondria, nas proteinas,
fisioldgico, etc. (Li; Liu; Zhang, 2006; Xin et al., 2019).

Os resultados obtidos demonstraram que quando utilizada a solucéo 1
composta por DMF e glicose, a incluséo de 6leo de peixe marinho nao influenciou
nos parametros de MOT, PRG, Sptz-médios e lentos, VCL, LIN, STR, WOB, ALH
e BCF no entanto este resultado pode ser efeito da solugéo crioprotetora utilizada
uma vez que quando utilizada a solugdo 2 composta por DMF e NacCl, foi
verificada influéncia significativa da incluséo de 6leo peixe marinho para diversos
parametros cinéticos demonstrando assim haver uma influéncia da solucdo

utilizada para o congelamento.

Nossos dados diferem dos ja relatados para a espécie Oreochromis spp
e no qual o uso de diferentes fontes de 6leos na dieta resultou no aumento da
motilidade pdés descongelacdo, sendo a maior motilidade obtida com a
suplementacao com 6leo de peixe (Navarro et al., 2014) e no nosso estudo 0 uso
do dleo de peixe ndo aumentou a motilidade pds descongelacédo. Além disso a
adicao de acidos graxos especificos (acido oleico, linoleico e araquidénico, DHA)
diretamente na solucdo crioprotetora também melhorou a motilidade pos
descongelamento do sémen de Salmo salar e Salmo trutta macrostigma
(Bozkurt, Yavas, 2021; Diaz et al., 2021).

Essas diferencas observadas entre os estudos podem ser explicadas por
serem espécies diferentes, assim como pela utilizagdo de solugbes
crioprotetoras diferentes, uma vez que para Oreochromis spp foi verificada a
influéncia do tipo de crioprotetor utilizado tanto para motilidade antes do
congelacdo quanto pos congelagdo (Navarro et al., 2014) fato também

observado neste trabalho em que a utilizagdo da solucdo 1 nao resultou em
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diferencas significativas para maioria dos parametros e a solugéo 2 teve efeito
contrario o que sugere uma associacao entre o 0leo de peixe e as o componente

das solucdes.

Ainda sobre a utilizacdo solucéo 2, para todos os parametros cinéticos,
com excecao de WOB, o tratamento com 9% de OPM resultou em menores
valores, demonstrando que uma inclusdo de 6leo superior a 6% causa uma
diminuicdo da qualidade do sémen descongelado, sendo que essa baixa
qualidade pode estar associada a menor quantidade de acidos saturados (SAT)
encontrada no sémen descongelado desse tratamento, quando comparado com
os demais tratamentos. Fato ja confirmado em Cyprinus carpio (Horokhovatskyi
et al., 2016) no qual foi verificado que os espermatozoides com motilidade pés
descongelamento menor (<10%) a porcentagem de &cidos saturados era
significativamente mais baixa, quando comparados aos com maior motilidade
(40%).

Quando comparado as duas solugdes utilizadas dentro de cada
tratamento, o tratamento sem incluséo de OPM foram observadas diferencas
para os parametros WOB, ALH e BCF em que a solugédo 1 proporcionou maiores
valores. Ja quando avaliado o tratamento com 9% de OPM foi observada
diferenca para MOT, PGR, Sptzlentos, VCL, WOB, ALH e BCF, sendo a solucdo

1 mais eficaz para manter a viabilidade do sémen.

Isso demonstra que para o tratamento com 9% de OPM ha uma interagao
entre a quantidade de 6leo utilizada e os componentes dos diluentes (Sol.1 —
glicose; Sol. 2 - NaCL) testados, visto que quando utilizada a Sol.2, ocorre uma
perda expressiva da motilidade e progressividade do sémen caracteristicas
importantes na determinacéo da qualidade do sémen, demonstrando assim uma

interacdo negativa neste caso.

Os diluidores tém como funcéo impedir a ativagdo do sémen, por isso
deve ter osmolalidade igual ou superior ao do plasma seminal da espécie, além
de fornecer nutrientes e energia aos espermatozoides (Contreras et al., 2019;
Maulida et al., 2022). Além disso ja é sabido que o tipo e quantidade de diluente
€ especifico para cada espécie e, que héa interacdo entre o crioprotetor, 0s
componentes do diluente e do sémen. Para Epinephelus akaara o uso de DMSO
associado com glicose resultou em alta taxa de espermatozoides moveis pos
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descongelamento, no entanto quando o DMSO foi usado juntamente com NaCl
nao foram encontrados espermatozoides moéveis apés o descongelamento (Ahn;
Park; Lim, 2018). Esse efeito também ja foi relado para Prochilodus brevis no
qual houve uma diferenca entre o uso de metilglicol com glicose e BTS™
(Pinheiro et al., 2016), interacdo este que pode também ser indicado nos

resultados deste projeto.

Em relacao as solugdes crioprotetoras, a solugdo 2 composta por DMF e
NaCl foi responsavel pelos maiores valores obtidos neste estudo para MOT,
PRG, Sptzrapidos e médios, VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB ap0s o
descongelamento, demonstrando ser mais eficaz para o congelamento do
sémen de A. lacustris. Esses resultam enfatizam ainda que, crioprotetor
dimetilformamida (DMF), aqui testado, foi eficaz para manter a viabilidade do
sémen de A. lacustris, sendo o recomendando para espécie visto que outros
crioprotetores tais como: dimeltilsufoxido (DMSO) e metilglicol associados a
glicose também usada neste estudo, assim como Bestlvile Thawing Solution
(BTS™) ja foram testadas para a espécie e ndo foi obtida motilidade ap6s o
descongelamento, no entanto € necessario pontuar que os protocolos utilizados

possuem diferencas entre si (Carneiro-Leite et al., 2020).

Além disso de acordo com Pustowka et al. (2000) niveis mais altos de
acidos graxos monoinsaturados (MUFA) nos espermatozoides fornecem a esses
maior resisténcia ao processo de criopreservagao, o que explicaria o fato dos
maiores valores obtidos para estes parametros, terem sido obtido no tratamento
sem inclusdo de OPM e utilizando a solucdo 2 visto os espermatozoides
descongelados desta solucdo, tinham uma porcentagem significativamente
maior de MUFAs quando comparado a solucdo 1 deste tratamento.

A porcentagem de espermatozoides com membrana intacta nao
apresentou diferenca significativas entre os tratamentos, demonstrando que néo
houve influéncia da inclusdo de oleo de peixe marinho. No entanto nos
tratamentos com 3% e 9% de OPM foi verificado que independentemente da
solucéo utilizada as porcentagens de espermatozoides com membrana intacta
foram significativamente menores do que o sémen fresco. Isso pode ser
explicada pela diferenca na composicéo lipidica dos espermatozoides destes

tratamentos em relagéo aos demais tratamentos, uma vez que que a Composi¢ao
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lipidica da membrana esta relacionada a integridade da membrana, estabilidade
estrutural e capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides (Pustowka et al.,
2000).

A criopreservacao resultou em danos morfologicos em praticamente
100% dos espermatozoides de A. lacustres, independente do tratamento ou
solucéo crioprotetora utilizada. Um aumento da porcentagem de anormalidades
no sémen apos a criopreservacao € comum e esperado (Lassen et al., 2021;
Motta et al., 2022; Medina-Robles et al.,, 2023). Essas anormalidades
esperméticas sdo resultado provavelmente do estresse osmdético e oxidativo,
assim como processos biofisicos como cristalizacdo intra e extracelular ao qual
essas células sdo submetidas (Chatiza et al., 2011; Medina-Robles et al., 2019;
Costa et al., 2020).

Ainda de acordo com a analise realizada por Lassen et al. (2021) sobre
os efeitos da criopreservacdo sobre a morfologia dos espermatozoides, de
acordo com trabalhos ja publicados, o aumento de danos pds congelamento se
da principalmente em anormalidades classificadas como primarias, fato
observado no nosso estudo para maioria dos tratamentos quando comparadas
as solucbes e o sémen fresco. De acordo com Streit-Junior et al. (2009) o
aumento das anormalidades primarias esta relacionado ao processo de
criopreservacao. Além disso a analise do sémen fresco de cada tratamento
revelou ainda que o préprio sémen fresco tinha uma baixa porcentagem de
espermatozoides normais (<20%), o que pode explicar a alta auséncia de

espermatozoides normais no sémen descongelado.

Essa grande quantidade de anormalidades ap6s o0 processo de
criopreservacdo pode ainda explicar a reducdo da motilidade espermatica pos
descongelamento, visto que no estudo realizado com Rhamdia quelen mostrou
que h& uma alta correlacéo positiva entre a porcentagem de espermatozoides
normais e a motilidade (Costa et al., 2019). No entanto, esta alta porcentagem
de anormalidades ndo afetou o processo de fertilizacdo ja que todos os
tratamentos tiveram altas taxas. No estudo com Colossoma macropomum
também foi verificado que, apesar do processo de criopreservagdo aumentar a
porcentagem de anormalidades a fertilizagdo néo foi afetada (Medina-Robles et
al., 2019).
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A composicéo lipidica da membrana dos espermatozoides em relacéo a
razao de colesterol/fosfolipidios e acidos graxos, juntamente com a temperatura
influéncia na permeabilidade a agua e outras moléculas, na fluidez, e na
transicdo de fase da bicamada lipidica, sendo por isso um fator determinante
para a resisténcia dos espermatozoides ao processo de criopreservagao, uma
vez que o congelamento e descongelado leva a alteracdes na organizacao de
fosfolipidios, colesterol, assim como modificacdo de dominios e reagregacao de
proteinas (Holt 2000; Horokhovatskyi et al., 2016).

No nosso estudo houve diferencas na composicéo lipidica do sémen
descongelado entre os tratamentos independente da solucdo crioprotetora
utilizada. Quando a solucéo 1 foi utilizada foi observada diferenca (p<0,05) para
os acidos C18:0, C18:2n6 (LA), C18:4n3, C20:4n6, C22:5n3, MUFA, PUFAs
totais e PUFAs-n3, sendo a maioria destes encontrados em maior porcentagem
no tratamento com 6% de OPM, no entanto isso n&o influenciou na crioresiténcia
dos espermatozoides visto que nao houve diferenca para a maioria dos
parametros cinético (MOT, PRG, Sptzmédios e lentos, VCL, LIN, STR, WOB,
ALH e BCF), integridade de membrana e fertilizacdo entre os tratamentos apos
descongelamento. Em truta arco-iris também nao foram verificadas diferencas
significativas para os parametros de motilidade e fertilidade, quando foram
adicionados &cidos graxos (araquidbnico, araquidico, linoléico ou acido
palmitico) a solucdo crioprotetora (Lahnsteiner et al., 2009). Apesar disso
Mansour et al. (2011) verificaram que para Salvelinus alpinus o acido
docosapentaendico (C22:5n3) e o total PUFAs-n3 estdo correlacionados

positivamente com a fertilizacéo.

Quando utilizada a solu¢édo 2 no congelamento do sémen de A. lacustris
foi verificada diferenca (p<0,05) para os acidos C18:0, C20:3n6, C20:4n6 (ARA),
PUFAs totais, PUFAs-n3 e n6, sendo otratamento sem inclusao de OPM o que
posSsui menores porcentagens para maioria destes acidos e que teve maiores
valores para os parametros cinéticos apos a descongelacdo, além disso o
tratamento com o0s piores valores para 0s parametros cinéticos pos
descongelacéo foi o teve a maior porcentagem de ARA. Este resultado difere do
obtido para Cyprinus carpio (Horokhovatskyi et al., 2016) em espermatozoides

caracterizado com maior crioresisténcia continham uma porcentagem de ARA,
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PUFAs totais e PUFAs-n6 significativamente maior nagueles espermatozoides
considerados menos crioresistentes. No entanto essas diferencas entre os
tratamentos quanto a esses acidos nao afetaram a integridade da membrana e

fertilizacdo ap0ds a descongelacéo.

Quando avaliada a diferenca entre as soluc¢des para cada tratamento, o
tratamento com 9% de OPM foi 0 Unico que afetou os parametros cinéticos
(MOT, PRG, Sptzlentos, VCL, ALH, BCF) e fertilizacdo apds o descongelamento
com melhores resultados utilizando a solucdo 1, o que pode demonstrar que
mesmo n&o havendo diferenga para composicao lipidica entre as solu¢des neste
tratamento, a maior porcentagem de acido docosapentaendico (C22:5n3),
PUFAs totais, PUFAs-n3 e n6 com a utilizacdo da solucdo 1 pode ter influenciado
nos parametros avaliados, visto que ja foi relatado em outros estudos influéncia
positiva destes na motilidade e fertilizagdo em peixes (Mansour et al., 2011;
Horokhovatskyi et al., 2016)

Além disso em todos os tratamentos para ambas as solu¢des o processo
de criopreservagdo ocasionou mudanca na composicdo de lipidica do sémen
com um aumento expressivo da porcentagem de PUFAs totais e PUFAs-n3 e n6
em relacdo ao sémen fresco. Diversos estudos jA demonstraram que a
membrana dos espermatozoides é suscetivel ao processo de criopreservacao,
ocasionado mudancas na organizacdo de fosfolipidios, colesterol e proteinas,
alterando assim a homeostase celular e consequentemente causando danos na
funcdo espermaética (Muller et al., 2008; Martinez-Paramo et al., 2012; Bai et al.,
2019; Diaz et al., 2019; Diaz et al., 2021)

A fertilizacdo nao foi influenciada pela incluséo de OPM o0 que
demonstram que o protocolo de criopreservagéo utilizado manteve a viabilidade
do sémen apds o descongelamento, sendo a maior taxa de fertilizag&o foi obtida
no tratamento com 6% de OPM e utilizando a solu¢cdo 1. Em Oncorhynchus
mykiss a utilizacdo de diferentes fontes de lipidios na dieta também néo afetou
a taxa de fertilizag&o. Ja para Salmo trutta macrostigma a adigdo do PUFA (DHA)
na solucao crioprotetora aumentou a taxa de fertilizagdo em comparacdo com o
controle, no entanto esta taxa foi significativamente inferior ao sémen fresco
(Pustowka et al., 2000; Bozkurt, Yavas, 2021).
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De acordo com Vassallo-Agius et al. (2001) uma maior porcentagem de
PUFAs-n3 nos espermatozoides reflete em maior taxa fertilizacao, fato verificado
neste estudo em que no tratamento que obteve a maior taxa fertilizacdo (6% de
OPM - solucdo 1) o sémen possuia maior quantidade PUFAs-n3, assim como
tratamento com menor taxa de fertilizacao para a solugéo 1 (9% de OPM), tinha
a menor porcentagem de PUFAs-n3, além disso o tratamento com 6% de OPM
possuia significativamente maior porcentagem de PUFASs totais que o tratamento
com 9% de OPM. Também j& foi relatado para Salvelinus alpinus que
espermatozoides com maior fertilidade continha maior teor de PUFAs-n3 nos

espermatozoides (Mansour et al., 2011).

No entanto efeito contrario € observado quando comparado os resultados
obtidos com a solucéo 2 entre os tratamentos, no qual a maior taxa de fertilizacao
€ obtida no tratamento sem inclusdo de OPM, que € caracterizado por ter a
menor porcentagem de PUFAs-n3, mas o tratamento com 9% de OPM também
teve a menor taxa de fertilizacdo entre os tratamentos para a solucéo 2. Porém
este resultado poderia ser explicado porgue o tratamento sem inclusédo de OPM
teve valores maiores para 0s parametros cinéticos dos espermatozoides para
esta solucdo visto que a motilidade e a velocidade dos espermatozoides sdo
parametros correlacionados com a fertilizacao (Cabrita et al., 2010; Gallego et
al., 2013).

Quando comparadas as solucbes e sémen fresco dentro de cada
tratamento, apenas o tratamento com 9% de OPM foi influenciado, sendo que o
sémen fresco teve taxa de fertilizagdo menor que a solucdo 1. Essa melhor taxa
de fertilizacdo obtida com a solucédo 1 pode ser atribuida a maior quantidade de
PUFAs totais e PUFAs-n3 nos espermatozoides descongelados quando
comparado a solucdo 2 apesar de ndo haver diferenca significativa entre as
solucdes, essa porcentagem de PUFAs também era maior a encontrada no
sémen fresco deste tratamento. Assim como ja relatado para Salvelinus alpinus
e Oncorhynchus mykiss que em maiores porcentagens de PUFAs-n3 resultaram

em maior fertilidade do sémen (Lahnsteiner, et al., 2009; Mansour et al., 2011).
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CONCLUSOES

Assim podemos concluir a inclusdo de PUFAs-63 na dieta de machos
reprodutores influenciou negativamente o0s parametros seminais. A
crioresisténcia do sémen foi influenciada pela composicdo de acidos graxos,
uma vez que melhoraram a integridade da membrana e capacidade de

fertilizacdo dos espermatozoides criopreservados.
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