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Resumo

Objetivou-se com este manuscrito realizar uma breve reviséo sobre técnicas de reproducdo assistida
utilizadas para peixes, apresentando uma visdo geral sobre a conservacdo de gametas e embrides e 0s avangos
tecnoldgicos ja alcancados. Contextualizando com sua importancia para a preservacdo de material genética e
aplicacdo comercial.
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Abstract

The aim of this manuscript was to conduct a brief review about assisted reproduction techniques used
to fish, presenting an overview of the gametes and embryos conservation and technological advances already
achieved in this field. Contextualizing to their importance for the preservation of genetic material and
commercial application.
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Introducdo

A producéo/reproducdo dos peixes vem sendo efetuada pelo homem desde os tempos imemoriais. De
fato, segundo Fernandes Neto (2000), as primeiras inseminacdes assistidas em peixes foram relatadas no século
XIV e em meados do século XVIII, tendo Blaxter congelado sémen de peixes em 1953. Porém a capacidade
técnica de conservacdo de células gaméticas e embrides de peixes sé tem se expandido rapidamente nos Gltimos
30 anos, impulsionada, principalmente pela demanda por pescado, necessidade de melhoramento e manutencéo
da diversidade genética, além da conscientizacdo social relacionada a nao retirada de animais da natureza e a
preservacao de espécies em vias de extincao.

Neste manuscrito tem-se por objetivo realizar uma breve revisdo sobre algumas biotécnicas de
reproducdo assistida, enfatizando-se a conservagdo de gametas e embrifes de peixes teledsteos, mostrando a
evolucéo e o estado de desenvolvimento em que as mesmas se encontram.

Técnicas de fertilizacdo assistida

A fertilizacdo assistida é uma etapa da reproducdo assistida de peixes de suma importancia para se testar
0s protocolos de conservacgdo de sémen e ovocitos.

A biotécnica pode ser realizada por dois métodos diferentes: 0 método imido que se baseia na mistura
de gametas masculinos e femininos coletados simultaneamente com agua e o método a seco que mistura
primeiramente os gametas acrescentando-se agua em seguida. Esta Ultima tem como vantagem o fato de se
misturar o sémen aos ovAdcitos previamente a colocacdo de meio ativador (agua ou outra solucdo), portanto, os
gametas ja estardo juntos e, ao ocorrer a ativagdo, o espermatozoide ndo tera que percorrer uma longa trajetoria
até a micropila. Isto permite ao inseminador utilizar uma menor proporgao entre espermatozoide/ovocito.

Independente da técnica utilizada, seco ou Umida, ha dois fatores importantes que contribuem para o
sucesso da fertilizagdo: a quantidade de &gua usada no momento da ativacéo e hidratacdo dos gametas (Zaniboni-
Filho e Weingartner, 2007); e a dose inseminante. Esta Gltima técnica economiza gametas, melhora a utilizacdo
do macho e contribui para um aumento da variabilidade genética (Nahiduzzaman et al., 2012; Leite et al., 2013;
Salmito-Vanderley et al., 2014a).

Conservacdo de células espermaticas

Dentre as técnicas de conservagdo seminal destacam-se o resfriamento e a congelagdo, ferramentas
importantes na solucdo de problemas de assincronia reprodutiva, na simplificagdo do manejo dos reprodutores,
no transporte de gametas e troca de material genético entre fazendas de piscicultura e em programas de
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preservagdo de espécies ameacadas de extin¢do (Godinho, 2007; Vieira et al., 2011).

O resfriamento é uma técnica simples que prolonga a viabilidade esperméatica em temperaturas em torno
de 4°C (Dilauro et al., 1994) por horas ou dias. Os fatores que determinam o sucesso dessa técnica sdo: a
reducdo da temperatura, o fornecimento e a troca de gases com o meio, a prevencdo do desenvolvimento
bacteriano e da dessecacdo (Stoss e Donaldon, 1982).

A técnica da congelagdo seminal pode ser dividida em trés etapas: (1) exposicdo das células a solugao
crioprotetora; (2) regulacdo osmética das células, buscando isotonicidade com o meio extracelular; (3) diminuicdo da
temperatura, passando pelo ponto de congelacéo da agua e da solugao crioprotetora (Lezcano, 2001).

O sucesso da criopreservacdo pode variar de acordo com as solugdes diluidoras, tipo de utensilio e
equipamento utilizado, curva de congelagdo, tempo de equilibrio, concentracdo de crioprotetores, taxas de diluigio,
taxas de descongelacéo, entre outros fatores (Melo-Maciel et al., 2012; Salmito-Vanderley et al., 2014b).

Para a congelacdo do sémen é necesséria a adi¢do de uma solugdo diluidora, composta por diluente(s) e
crioprotetor(es). O diluidor é responsavel por manter a viabilidade da célula espermatica e prevenir as
crioinjarias durante a congelacdo e descongelacdo seminal (Salmito-Vanderley et al., 2012).

Ja foram testados, com sucesso, como diluentes de sémen de peixe a glicose (Lopes et al., 2014),
Beltsville Thawing Solution® (Murgas et al., 2007), 4gua de coco em p6 (Leite et al., 2011), 4gua de coco in
natura (Farias et al., 1999), entre outros.

Os crioprotetores intracelulares séo indispensaveis para o sucesso da congelacdo. Entre os crioprotetores
permedaveis mais utilizados na congelacdo do sémen de peixe podem ser citados o dimetilsulféxido (DMSO),
glicerol, metanol, etilenoglicol e, mais recentemente o metilglicol. A gema de ovo e o leite em pd, por sua
atividade estabilizadora de membrana, sdo os usuais crioprotetores externos (Viveiros e Godinho, 2009; Salmito-
Vanderley et al., 2012).

A combinagdo dos dois agentes (crioprotetores e diluentes) é bastante varidvel, o que torna muito dificil
a tarefa de distinguir qual é o fator ideal para cada espécie, ja que eles atuam de forma distinta.

Conservagdo ovocitaria: importancia, vantagens e desvantagens

Apesar do sucesso na elaboragdo de protocolos de resfriamento e criopreservacdo seminal de diversas
espécies de peixes, poucos sdo os estudos acerca da conservagdo ovocitaria, especialmente em relacdo a
congelacdo de ovdcitos, ainda ndo executada com sucesso.

A elucidacdo de protocolos eficazes de conservacdo de gametas femininos de peixe traria como
beneficios a possibilidade de transporte de material genético entre fazendas de piscicultura, a conservagdo da
diversidade genética e de linhagens de interesse por meio da criacdo de bancos de germoplasma, além da
liberdade de se produzir alevinos no periodo de interesse, aumentando a disponibilidade de pescado e abrindo
grandes possibilidades de mercado (Digmayer, 2013).

A conservacdo de ovocitaria de peixes utilizando técnicas de resfriamento e congelacdo apresenta
menor grau de dificuldade, quando comparada a conservacdo de embriBes. Isso se deve ao tamanho reduzido dos
ovécitos em relacdo aos embrides, menor sensibilidade a baixas temperaturas e a exposicdo a agentes
crioprotetores e a auséncia de uma membrana coridnica completamente formada, o que proporciona uma maior
permeabilidade a agua e a solutos (Streit Jr et al., 2014).

Entretanto, a conservacdo de ovocitos de peixes ainda enfrenta alguns obstaculos que impedem o
sucesso dos protocolos de resfriamento e congelacéo.

Dentre os principais problemas causados aos gametas femininos por protocolos de resfriamento e
congelacdo, podemos citar a toxicidade e choque osmotico provocados por agentes crioprotetores (Seki et al.,
2011); desestabilizacdo da membrana plasmatica (Pearl e Arav, 2000); alteragdes na organizacdo espacial do
citoesqueleto; reducdo no estoque intracelular de ATP; danos irreversiveis as mitocondrias e demais
componentes do sistema energético vital da célula (Sanches et al., 2014).

Sabe-se ainda que a viabilidade dos ovocitos ap6s o resfriamento depende de fatores como a
temperatura a que eles serdo expostos, 0 tempo de exposicao a essas temperaturas, o estadio de desenvolvimento
em que os ovdcitos se encontram, além de fatores intrinsecos da fémea (Isayeva et al., 2004).

Tomando o zebrafish como modelo experimental, os estadios de desenvolvimento ovocitario foram
classificados em: estadio | - crescimento primario; estadio Il - alvéolos corticais; estadio Il - vitelogénico;
estadio IV - em maturacdo; estadio V - ovos maduros (Selman et al., 1993). Diversos trabalhos ja relataram que a
sensibilidade dos ovocitos ao frio € menor nos estadios mais iniciais do desenvolvimento, especialmente 0s
estadios | e Il (Valdez Jr et al., 2005; Tsai e Lin, 2012, Godoy et al., 2013). Apesar de trazer vantagens, a
utilizacdo de ovdcitos em estadios iniciais gera a necessidade de se desenvolver técnicas in vitro de maturagdo e
vitelogénese (Tsai et al., 2009a). Técnicas estas ainda ndo dominadas.

Os trabalhos disponiveis na literatura acerca da conservacdo ovocitaria de peixes relatam, em sua
maioria, sobre a conservacdo a curto prazo por meio de resfriamento, visando principalmente elucidar o
comportamento dos ovoécitos frente a exposicdo aos crioprotetores, a reducdo de temperatura, ao tempo de
exposicdo a esses fatores e a fase ovocitaria utilizada. Os que buscam estabelecer protocolos de congelacéo,
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apesar de trazerem informagdes importantes sobre as caracteristicas criobioldgicas dos ovdcitos de peixe, ainda
ndo foram bem sucedidos em gerar células ovocitarias viaveis ap6s a descongelacao.

Grande parte desses trabalhos utilizam como solucdes base o cloreto de potassio tamponado, solucéo de
Hank e meio L-15 (Leibovitz), associados, em geral, aos crioprotetores permeaveis metanol, etanol,
propilenoglicol, DMSO e etilenoglicol, adicionados ou ndo dos crioprotetores ndo permedaveis sacarose, glicose,
frutose e trealose (Tsai et al., 2009b; Seki et al., 2011; Digmayer, 2013; Godoy et al., 2013) empregados em
experimentos de resfriamento, congelacdo lenta ou vitrificacao.

A vitrificagdo de tecidos ovarianos também vem sendo estudada como ferramenta para a conservagdo
ovocitaria, entretanto, ainda nao foram obtidos ovdcitos viaveis, capazes de serem fertilizados e se
desenvolverem até a eclosdo das larvas (Godoy et al., 2013; Streit Jr., 2014).

Conservacdo de embribes

O desenvolvimento de protocolos eficazes de criopreservacdo de embrides de peixe apresenta-se como
uma importante ferramenta de conservacdo de espécies ameacadas de extin¢do, de manutengdo dos estoques de
pesca, bem como a criacdo de bancos genéticos (Janik et al., 2000). Apesar da atual atencdo que a
criopreservacdo de embrides de peixes tem atraido, os resultados ainda séo inconclusivos (Ninhaus-Silveira et
al., 2009), por isso o resfriamento tem sido uma alternativa a conservagdo dos mesmos e COmMo veremos essa
ltima vem trazendo informac6es elucidativas aos problemas encontrados durante a sua congelagéo.

O insucesso nesta criopreservacdo deve-se a alta sensibilidade da membrana a refrigeragdo, a formacao
de gelo intracelular durante o resfriamento lento, a elevada quantidade de vitelo e a elevada complexidade da
membrana de embrides de peixe. Para superar estes obstaculos é fundamental aprofundar o conhecimento sobre
a toxicidade, a permeabilidade e a concentragdo de crioprotetores, além da sua associacdo a solugdes nutritivas,
bem como refinar os protocolos de resfriamento ja existentes.

Alguns dos crioprotetores utilizados atualmente foram relatados como moderadamente téxicos (Bart e
Kyaw, 2003; Zhang et al., 2005; Shaluei et al., 2014). Estudos demonstram a toxicidade dos crioprotetores em
embrides de peixe (Bart e Kyaw, 2003; Zhang et al., 2004; Shaluei et al., 2013) e a permeabilidade nos mesmos
(Shaluei et al., 2013).

Até meados de 1995, a maioria dos estudos apontavam o DMSO como o melhor crioprotetor preé-
congelacdo (Adam et al., 1995), no entanto, atualmente o metanol e o propileno glicol também vem se
destacando como crioprotetores menos téxicos e com resultados promissores, em especial quando associados a
sacarose, para algumas espécies (Fornari et al., 2012; Nascimento et al., 2014; Paes et al., 2014).

No primeiro trabalho brasileiro publicado sobre conservacdo de embribes, Streit Jr et al. (2007),
testaram diversos crioprotetores no resfriamento de embrides de pacu (P. mesopotamicus), e encontraram 69,2%
de taxa de eclosdo de larvas quando fez a associacdo de sacarose, metanol e agua.

A congelacdo em si do embrido ndo tem mostrado resultados animadores (Fornari et al., 2012), em
especial devido a observacdo de mortalidade embrionaria pds-descongelacdo da ordem de 100%. Em parte
atribuida a formacédo de cristais de gelo intraembrionaria. Diante disto, para a criopreservacdo de embribes de
peixes em nitrogénio liquido (~196°C) uma técnica que vem sendo proposta ¢ a vitrificagdo (Robles et al., 2003,
2005), uma vez que, atingindo um estado vitreo, o embrido ndo passa por curva de resfriamento ou congelacéo,
ndo havendo formacdo de cristais de gelo. Porém como o embrido precisa entrar em contato com uma mistura
de crioproterores em concentracfes mais elevadas, isto leva a uma toxicidade maior ao embrido. Robles et al.
(2003) observaram que na vitrificacdo de embrides de turbot, apds a descongelacdo, 49% deles estavam normais,
mas a medida que passava o tempo de incubagdo as morfoanomalias aumentavam.

Vale salientar que os embrides de peixes, sendo propensos a danos por choque térmico, podem ser
fatalmente danificados dependendo da taxa de resfriamento, tipo e concentracdo de crioprotetor e, também, a
fase embrionaria em que o embrido se encontra na hora do resfriamento ou congelacdo influencia no sucesso da
técnica. De fato, pela literatura, observa-se que o estaddio embrionario das diferentes espécies de peixes possui
particularidades quanto a permeabilidade de suas membranas e a sensibilidade ao frio. Em Danio rerio
(Hagedorn et al.,1997) e em Carassius auratus (Liu et al., 1993) demonstram ser os embrides em estadios
iniciais de desenvolvimento os mais sensiveis as crio-injlrias, e os estadios de pos-gastrulacdo os menos
afetados pelo frio.

Trabalhos tém sido conduzidos injetando aquaporinas nos embriBes no intuito de aumentar a
permeabilidade de membrana e também de proteinas anti-congelantes, para aumentar a resisténcia da célula ao
frio (Martinez-Paramo et al., 2009).

Portanto, para 0 sucesso na conservacdo de embrides devem-se conhecer as caracteristicas
morfofisioldgicas dos mesmos assim como a sua cronologia e como se d& sua interagdo com o0s meios de
criopreservacdo. Deve-se descobrir se os embrides de determinada espécie suportam a reducéo de temperaturas
(direta ou indireta); qual a curva ideal de queda da temperatura; qual a fase do desenvolvimento embrionario é
mais propicia fazé-lo; e mesmo a toxicidade provocada pela interacdo de diluente/crioprotetor, este sendo fator
fundamental para o dominio da técnica.
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Considerac0es finais

A criopreservacdo de sémen de peixes estd bem estabelecida para varias espécies. No entanto, 0s
protocolos destinados & conservacdo de ovocitos e embrides de peixes teledsteos ainda ndo estdo definidos. O
apanhado bibliografico mostrou também que ha variacdo espécie-especifica na resposta aos varios protocolos
biotecnoldgicos e, por isso, a otimizacdo da utilizagdo de qualquer uma das metodologias supra descritas
necessita do conhecimento da biologia reprodutiva a cada nova espécie estudada.
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