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Resumo

Neste trabalho € apresentada uma revisao dos principais procedimentos adotados para a conservacdo da
viabilidade do sémen de diferentes espécies de peixes, com énfase nos peixes nativos do Brasil, bem como,
destaca alguns dos principais avancos obtidos na congelacdo de embrides e tecidos de peixes.
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Abstract

This paper presents a review of the main procedures adopted for the conservation of the viability of
semen from different fish species, with emphasis on native fish species from Brazil, and highlights some of the
major advances obtained in freezing fish embryos and tissues.
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Introducéo

A congelacdo do sémen de peixes foi obtida com sucesso nos anos 50 (Blaxter, 1953), sendo atualmente
viavel para um grande nimero de espécies de peixes. Apesar disso, a varia¢do das caracteristicas do sémen entre
espécies exige alteracdo dos protocolos de manejo para congelacdo e posterior utilizagdo do sémen dos peixes. O
desenvolvimento das técnicas de congelagdo do sémen de peixes tem sido feito frequentemente com base em
testes espécie-especifico, apresentando resultados muito heterogéneos mesmo comparando os resultados obtidos
com uma mesma espécie (Viveiros e Godinho, 2009).

Os gametas dos peixes apds a espermiacdo e desova apresentam uma répida perda de viabilidade,
necessitando serem prontamente utilizados. Esta caracteristica varia bastante entre as espécies de peixes e é
ainda mais acentuada nos O6vulos. Dessa forma, houve interesse no desenvolvimento de técnicas para o
prolongamento da viabilidade dos gametas, consistindo principalmente na refrigeracdo e na congelacéo
(Zaniboni-Filho e Nufier, 2004). Enquanto a refrigeracdo do sémen amplia o periodo de vida dos gametas por
algumas horas ou dias, a congelacdo permite ampliar a viabilidade por varios anos (Billard et al., 2004).

O prolongamento do tempo de viabilidade do sémen de peixes tem muitas vantagens para aplicagdo na
aquicultura, tais como redugdo da incerteza de sincronia entre a ovulagdo e a espermiacdo dos reprodutores
durante o manejo de induc&o a reproducdo, a redugdo de custos e a maior facilidade para aplicagdo de programas
de selecdo e melhoramento genético (Harvey e Carolsfeld, 1993; Carneiro, 2007). Uma aplicacdo importante da
congelacdo de sémen é a possibilidade de implantar bancos de sémen criopreservados, de modo a assegurar a
manutencdo da variabilidade genética de estoques selvagens ou de linhagens selecionadas para uso na
aquicultura (Harvey e Carolsfeld, 1993, Zaniboni-Filho e Nufier, 2004).

Enquanto o embrido de varias espécies de mamiferos tem sido congelado e descongelado com sucesso,
persistem as dificuldades técnicas para a congelacdo de embriGes de peixes, répteis, anfibios e aves.

O presente trabalho faz uma revisdo dos principais procedimentos adotados para a conservacdo da
viabilidade do sémen de diferentes espécies de peixes, com énfase nos peixes nativos do Brasil, bem como,
destaca os principais avancos obtidos na congelacdo de embrifes e tecidos de peixes.

Avaliacdo da qualidade espermatica

A qualidade do sémen pode variar com a idade, o estado fisiolégico e a condi¢do nutricional dos peixes,
sendo inclusive variavel, de acordo com Harvey e Carolsfeld (1993), ao longo do periodo reprodutivo. Essa
variacdo na qualidade espermaética exige que sejam utilizados métodos de avaliacdo da qualidade do sémen antes
da aplicacdo das técnicas de prolongamento da vida dos espermatozoides. Essas mesmas técnicas tém sido
utilizadas para avaliar a qualidade do sémen apds o tratamento de resfriamento ou congelacdo. Fauvel et al.
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(2010) realizaram uma extensa revisdo sobre os métodos de anélise da qualidade do sémen de peixes, fazendo
inclusive uma comparagdo detalhada das diferentes técnicas que tém sido utilizadas para estimar cada um dos
pardmetros seminais. Nessa revisdo foram listados os principais parametros que tém sido utilizados para
qualificar o sémen: concentracdo espermatica, morfologia espermatica, motilidade (duracdo e quantificagdo),
integridade de membrana e contetido de energia.

A concentragdo espermatica é facilmente obtida através de vérias técnicas de andlise, como a contagem
feita diretamente sob microscopio, uso da espectofotometria ou da citometria de fluxo e através da determinagdo
do espermatdcrito. A morfologia espermatica tem sido utilizada principalmente para identificar e quantificar as
deformidades ou anomalias dos espermatozoides, sendo avaliada diretamente sob microscépio ou ainda com o
auxilio de programas especificos para analise de imagem. A avaliacdo da motilidade espermatica pode ser feita
diretamente pela andlise de uma aliquota de sémen disposta numa lamina sob microscopio, fornecendo uma
analise subjetiva da qualidade do sémen pela duracdo da motilidade espermatica e pela porcentagem de
espermatozoides moveis. Atualmente esta em uso crescente a estimativa da motilidade espermatica com o uso de
programas computacionais especificos, como o CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), que utiliza a
andlise integrada de varias imagens sucessivas obtidas do movimento dos espermatozoides, possibilitando obter
informacdo individual da velocidade de deslocamento e da trajetéria percorrida pela cabeca de cada
espermatozoide. A integridade da membrana espermatica tem sido utilizada como indicador da quantidade de
espermatozoides vivos e mortos. Essa técnica estd baseada no fato de haver alteracdo na permeabilidade da
membrana para determinados ions quando ocorre a morte celular. Dessa forma, o uso de corantes especificos
aplicados sobre o sémen permite identificar espermatozoides vivos e mortos pela avaliagdo direta sob
microscdpio, tais como a eosina/nigrosina. A motilidade espermaética € sustentada pela hidrdlise de ATP, de
modo que a avaliacdo da quantidade de ATP celular pode indicar a quantidade de energia disponivel para
sustentar a motilidade e a viabilidade espermatica. Essa avaliacdo do contedo de ATP pode ser feita com
diferentes técnicas, tais como através do uso de HPLC ou através de bioluminescéncia.

A concentracdo e a motilidade espermatica tém sido largamente utilizados para caracterizar
espermatozoides de forma rapida e subjetiva, enquanto que a espectrofotometria ou o uso da analise de imagens
e do CASA oferecem essas informacdes de forma rapida, objetiva e a um baixo custo (Fauvel et al., 2010).

Resfriamento do sémen

O resfriamento consiste na manutencdo dos gametas em baixas temperaturas, porém acima da
temperatura de congelacdo. Tem sido utilizada a temperatura entre 3 a 5°C para conservar 0s gametas de peixes,
porém com melhores resultados na manutencdo de espermatozoides que de Ovulos. Os resultados variam
bastante entre as distintas espécies e protocolos utilizados, podendo ser armazenados diretamente apds a
espermiacdo ou diluidos em solucdo-tampéo. O tempo de conservacdo pode ser de poucas horas até varios dias.

O resfriamento do sémen de carpa comum Cyprinus carpio utilizando diferentes temperaturas de
resfriamento e distintas solucGes de diluicdo demonstra que a temperatura de 5°C apresenta melhores resultados
gue 2°C, além do que, a qualidade do sémen se manteve inalterada nas primeiras 20 horas, quando passou a
ocorrer uma gradativa perda de qualidade (Ravinder et al., 1997).

Dentre os peixes nativos utilizados na piscicultura brasileira, alguns poucos experimentos sumarizados
por Zaniboni-Filho e Nufer (2004) demonstram a viabilidade para o resfriamento do sémen. A motilidade
minima de 30% do sémen sem diluicdo é mantida ap6s 7 h em piapara (Leporinus elongatus) e 29 h em pacu (P.
mesopotamicus), enquanto que o sémen da piracanjuba (Brycon orbignyanus) mantido sem diluicdo em
temperatura de 4°C mantém qualidade inalterada até o terceiro dia. Os melhores resultados observados para o
sémen da piava (L. obtusidens) foram obtidos apds a diluicdo em solucdo de BTS 5% + KCI 0,16% + DMSO
10%. Talvez o resultado mais relevante tenha sido obtido por Carneiro et al. (2007), quando o sémen de jundia
Rhamdia quelen mantido sobre refrigeracdo (5,7°C), durante 12 dias, proporcionou a fertilizagdo igual ou
superior a 50%. Outra informagdo importante foi obtida por Sanches et al. (2013), quando testando diferentes
temperaturas de estocagem do sémen de jundia verificaram que a temperatura da agua utilizada na ativagdo
espermatica exerce influéncia sobre os resultados da motilidade espermatica.

Os resultados obtidos com o resfriamento de ovocitos sdo bastante varidveis, quase sempre
apresentando desempenho ruim. Os ovdcitos de Brycon siebenthalae (=B. amazonicus) apresentam prejuizo na
qualidade quando armazenados a 4°C por tempo superior a 30 minutos, sendo preferivel que sejam mantidos em
temperatura ambiente ou mesmo dentro da cavidade ovariana (Velasco-Santamaria et al., 2003). Recentemente
foi testado com sucesso 0 armazenamento de ovocitos de truta mantidos em sacos plasticos selados (Komrakova
e Holtz, 2011), se tratam de sacos plasticos utilizados para congelamento de alimentos que sdo preenchidos com
ovécitos, sem a drenagem do fluido ovariano, e mantidos a 2°C. Esses autores obtiveram taxa de fertilizacao
superior a 50% depois de 20 dias de estocagem. De acordo com Bahabadi et al. (2011), o fluido ovariano é a
solucdo que apresenta o melhor resultado para manter viaveis os ovdcitos refrigerados de truta arco-iris
Onchorynchus mykiss dentre varias solugdes testadas para essa finalidade.
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Congelagéo do sémen

A congelacdo consiste na preservagdo dos gametas em temperaturas inferiores a do ponto de fusdo da
agua, quando pode ocasionar a formacéo de cristais de gelo. Quando a congelacdo é feita lentamente, apds
abaixar de 0°C, comega a formar gelo fora da célula e hd um gradativo aumento da concentragdo osmotica no
meio extracelular, promovendo uma saida passiva de &gua do interior das células. Caso a congelagdo seja muito
lenta a célula pode desidratar-se o bastante para que ndo ocorra a congelacéo intracelular propriamente dita.
Normalmente a desidratacdo da célula é insuficiente para evitar a formacéo de gelo no seu interior e ocorrem
danos fatais, a menos que sejam adotadas medidas para protegé-las. Uma pratica recomendavel € a utilizacdo de
crioprotetores intracelulares, que consistem em substancias quimicas atoxicas que auxiliam na desidratacdo das
células e reduzem a temperatura de congelacdo do seu interior. As substancias mais utilizadas para esse fim séo o
dimetulsulféxido (DMSO), o metanol e o glicerol (Viveiros e Godinho, 2009). Ha ainda a necessidade do uso de
crioprotetores extracelulares que recobrem a superficie celular e estabilizam a membrana para evitar os danos
causados pela congelacdo. Os mais utilizados sdo a gema de ovo fresco e leite em p6 (Carolsfeld et al., 2003).

Um diluente basico e que apresenta excelente resultado para sémen de varios peixes tropicais de agua
doce consiste na mistura de 10% DMSO, 5% glicose, 10% gema de ovo e 150 ml de agua destilada. A mistura
deve ser feita inicialmente juntando DMSO, glicose e agua, com a inclusdo da gema do ovo minutos antes da sua
utilizacdo. A mistura do DMSO com a 4gua produz uma reacdo exotérmica que deve resfriar até a temperatura
ambiente antes da inclusdo da gema de ovo (Carolsfeld et al., 2003).

Vaérios outros diluentes tém sido testados para tentar melhorar os resultados obtidos com essa solugédo
bésica, tais como o glicerol-salino utilizado para o sémen do linguado Paralichthys orbignyanus, que mostrou
resultados semelhantes aos observados pela solucdo derivada dessa mistura convencional (DMSQO + sacarose)
(Lanes et al., 2008). Recentemente houve a producdo comercial do leite de coco em p6 (ACP), um produto
padronizado e estavel. Ha resultados muito animadores do uso do ACP para a criopreservagdo do sémen de
algumas espécies de peixes sul-americanos (piracanjuba, piava Leporinus obtusidens e curimbatd Prochilodus
lineatus; Viveiros et al., 2008), porém, o uso do ACP néo apresentou melhor resultado para o sémen do dourado
Salminus brasiliensis que aquela convencionalmente utilizada a base de DMSO (Zanandrea et al., 2014). Nesse
trabalho com dourado, os autores evidenciaram que havia melhoria na qualidade do sémen criopreservado com o
aumento da quantidade da solugdo crioprotetora a base do ACP, porém com resultado nunca superior ao obtido
pela solugdo a base de DMSO.

Outro diluente, distinto daquele contendo DMSO, é o mais recomendado para a preservacdo do sémen
dos bagres sul-americanos surubim e pintado (Pseudoplatystoma spp.), que consiste ha mistura de 10% metanol,
10% glicose, 5% leite em p6 em 100 ml de agua destilada (Carolsfeld et al., 2003). Todas essas solu¢des devem
ser misturadas numa proporcdo de 3 a 4 partes para cada uma de sémen.

Congelacéo pelo método convencional

Existem apenas dois métodos préaticos utilizados para a congelacdo de tecidos animais, o gelo seco (-
79°C) e o nitrogénio liquido (-196°C). As células podem ser resfriadas em gelo seco, porém a conservagao em
longo prazo deve ser feita numa temperatura inferior a -180°C. Existem recipientes com vapor de nitrogénio
liquido, normalmente utilizados para o transporte de tecidos criopreservados, que sdo muito praticos para o
trabalho de congelacéo.

A velocidade de congelacdo apresenta importancia determinante no sucesso dessas técnicas de
criopreservacdo. Os melhores resultados na congelacdo do sémen de peixes migradores sul-americanos, de
acordo com Carolsfeld et al. (2003), tém sido obtidos com uma rapida congelacéo até a temperatura de -8°C (60
s), mantendo por cerca de 40 s neste platd de temperatura e seguindo novamente numa rapida velocidade de
congelacdo até -150°C (taxa de congelagdo de -45°C/min) e finalmente uma estabilizagdo até a temperatura de -
190°C, levando cerca de 7 min desde o inicio até completar todo processo. As taxas de congelagdo acima
mencionadas, indicadas por Carolsfeld et al. (2003) para a criopreservacdo do sémen de peixes, sdo obtidas com
a utilizagdo de botijdo Taylor-Wharton CP 300 dry shipper e com o uso de pallhetas com volume de 0,5 ml.

Caso haja necessidade do uso de nitrogénio liquido diretamente para a criopreservacdo do sémen de
peixes, Chen et al. (2004) descrevem os passos que devem ser seguidos para manter a velocidade de
congelamento dentro dos limites tolerdveis, recomendando um tempo de aclimatacdo antes da imersao no
nitrogénio liquido - manter as palhetas colocadas 6 cm acima da superficie do nitrogénio liquido por 10 min,
depois manté-las a 1 cm da superficie por 5 min e somente depois imergi-las no nitrogénio liquido. Os danos
causados pela congelacdo do sémen podem resultar numa ativacdo dos espermatozoides durante a
descongelagdo, reduzindo tdo drasticamente o tempo de vida que pode até anular a capacidade de fertilizacao
(Harvey e Carolsfeld, 1993). A rapida descongelagdo seguida da imediata utilizacdo do sémen para fertilizacao
pode mitigar o efeito desses danos (Horton e Ott, 1976).

Uma revisdo feita por Viveiros e Godinho (2009), avaliando os procedimentos adotados para a
descongelagdo do sémen criopreservado de peixes sul-americanos, revela que os melhores resultados séo obtidos
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guando as amostras criopreservadas sdo imersas em agua a temperatura ambiente ou ligeiramente aquecida
(méaximo de 60°C). A ativagdo do sémen submetido a congelagdo com as solugdes crioprotetoras acima listadas,
tem apresentado os melhores resultados de motilidade e vigor quando feita imediatamente depois da
descongelagdo e com a utilizagdo de solucdo salina (NaCl 0,9% ou 0,45%) ou ainda, com bicarbonato de sodio
(NaHCO; 1%; Carolsfeld et al., 2003).

O procedimento acima descrito foi testado para o sémen de curimbaté com resultados de fertilizacdo dos
ovos semelhante aos obtidos com o uso de sémen fresco, maior que 60% de fertilizagdo (Silva, 2000). Outros
testes foram realizados com peixes migradores sul-americanos, entre eles: dourado, pintado, piracanjuba, piapara
e pacu, com excelentes resultados de fertilizacdo, variando entre 49 e 300% em relagcdo aqueles obtidos nos
tratamentos com sémen fresco (Carolsfeld et al., 2003).

Nos trabalhos de criopreservacdo do sémen de mamiferos tem sido recomendado o uso de substancias
antioxidantes incluidas nas solugGes crioprotetoras, de modo a reduzir a peroxidagéo dos &cidos graxos poli-
insaturados que sdo abundantes nas membranas celulares (Askari et al., 1994; Monteiro et al., 2009). Esses
autores obtiveram aumento na motilidade do sémen de humanos e de cachorros, respectivamente, quando
incluiram vitamina E e/ou glutationa redutase na solugdo crioprotetora. Dentre 0s poucos testes realizados com a
inclusdo desses antioxidantes na criopreservacao do sémen de peixes, como os realizados com curimbata (Paula
et al., 2012), ndo mostraram efeito benéfico sobre a qualidade do sémen criopreservado.

O efeito da alimentacéo dos reprodutores sobre a qualidade do sémen criopreservado foi comprovada
por Mataveli et al. (2007), que complementando a dieta de tilapia do Nilo com 300 mg de vitamina C, durante
cinco meses, obtiveram reducgdo da taxa de deformidade espermatica apds descongelacéo, quando comparado ao
obtido por peixes ndo suplementados, mantendo os demais parametros espermaticos qualitativos semelhantes.

Vitrificacdo

A vitrificacdo consiste na criopreservacdo livre de gelo, utilizando crioprotetores concentrados e
elevadissimas taxas de resfriamento (Rall e Fahy, 1985). A técnica de vitrificacéo ja é utilizada com sucesso para
a criopreservagdo de ovdcitos de humanos e de alguns animais domésticos (Saragusty e Arav, 2011), apesar
disso, poucos estudos tém sido feitos com peixes. Os estudos com ovocitos de zebrafish (Danio rerio)
evidenciaram danos nas estruturas causadas pela criopreservagdo (Guan et al., 2010; Godoy et al., 2013). Dentre
esses, 0os melhores resultados foram obtidos por Godoy et al. (2013), quando cerca de 60% dos foliculos
ovarianos Vvitrificados (ovocitos em estagio Ill) apresentavam as membranas celulares integras apds a
descongelacgdo, apesar disso, com danos visiveis nas mitocdndrias contidas nas células da granulosa. O resultado
mais promissor com o uso da vitrificacdo para congelacdo do embrido de peixes foi obtido com o esturjdo Persa
(Acipenser persicus), onde 69% dos embrides submetidos a congelacdo, 48 horas apds a fertilizagdo, completou
o0 desenvolvimento embrionério e eclodiu (Keivanloo e Sudagar, 2013).

Avancos na congelacao de sémen, ovécitos e embrides de peixes

Os protocolos para a criopreservagdo de sémen ja estdo definidos e tém evoluido para técnicas muito
praticas, possibilitando o seu uso na aquicultura e como ferramenta na conservagdo da diversidade genética dos
estoques de peixes (Carolsfeld et al., 2003). Apesar da falta de sucesso expressivo na criopreservagao de
embrides, ha avancos significativos que permitem conhecer as fases mais indicadas para a conservacdo dessas
células, além do que, alguns tecidos dos embrides terem podido ser criopreservados com sucesso. Os entraves
estdo associados a impermeabilidade da camada sincicial do vitelo (Ninhaus-Silveira, 2004), de modo que a
congelacgdo de embrides de peixes ainda é considerada inviavel (Tsai e Lin, 2012).

Diante da dificuldade para congelacdo de embrides de peixes, uma alternativa que tem sido utilizada
para a criopreservacdo da informacdo genética das fémeas é a congelacdo de ovdcitos. Na comparagdo com 0s
embrides, os ovocitos apresentam auséncia de corion completamente formado, menor tamanho (maior relagdo
superficie/volume) e maior permeabilidade de membrana, fatores que favorecem o sucesso da criopreservagao
(Tsai et al., 2009). A possibilidade de transplante bem sucedido de espermatogdnias entre diferentes espécies de
peixes, de acordo com Yoshizaki et al. (2011), permite armazenar espermatogonias criopreservadas para que
possam ser convertidas em ovdcitos e espermatozoides funcionais através de transplante. Essa técnica pode ser
de grande utilidade em programas de selecéo e na conservagdo dos recursos genéticos de espécies ameacgadas de
extingéo.
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