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Resumo

A aquicultura tem sido utilizada como importante ferramenta para suprir o constante aumento do
consumo de pescado. Um dos principais aspectos para a intensificagdo da produgdo piscicola, acompanhada da
sustentabilidade tanto econdmica quanto ambiental, ¢ a utilizacdo de técnicas de propagacdo artificial. Dessa
forma, para otimizar a reproducao artificial t€m-se investido em estudos afim de definir a propor¢ao ideal de
espermatozoides por ovocito e os melhores métodos de conservacio para embrides de espécies de peixes de dgua
doce. Objetivou-se fazer uma breve revisdo sobre as doses inseminantes ¢ a biotecnologia de resfriamento de
embrides de peixes de dgua doce que j& foram estabelecidas.
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Abstract

Aquaculture has been used as an important tool to meet the steady increase in fish consumption. A
major aspect for the intensification of fish production, accompanied by both economic and environmental
sustainability, is the use of techniques of artificial propagation. Thus, to optimize artificial reproduction have
been invested in research in order to define the optimal ratio the sperm to oocyte and the best conservation
methods for embryos species of freshwater fish. The objective was to make a brief review of the insemination
doses cooling biotechnology freshwater fish embryos that have already been established.
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Introducao

O crescente aumento na demanda do pescado vem influenciando na busca de novas estratégias
reprodutivas que otimizem a reprodugdo de espécies em cativeiro. Este acréscimo estd intrinsicamente
relacionado com a busca por alimentos mais saudaveis. No entanto, a busca para suprir o mercado consumidor
levou a uma maior captura de pescado, acarretando na diminuig¢do das populagdes naturais (FAO, 2014).

Desta forma, a aquicultura tem sido uma importante ferramenta para o aumento da produgdo em
cativeiro (Hunter e Roberts, 2000). Além disso, ela tem auxiliado na reposi¢do de espécies ameacadas pela pesca
extrativista. Responsavel por 40% da produgdo mundial de pescado, a aquicultura tem se esfor¢cado para ser, ao
mesmo tempo, um setor mais produtivo e sustentavel (FAO, 2014).

Um dos principais aspectos para a intensificagdo da produgdo piscicola, acompanhada da
sustentabilidade tanto econdomica como ambiental, ¢ a utilizacdo da propagagao artificial ou reproducdo induzida
(Romagosa, 2006). Para tal, devem-se utilizar gametas de qualidade, promovendo maxima taxa de fertilizagao e
subsequente desenvolvimento normal do embrido (Bobe e Labbe, 2010; Romagosa et al., 2010). Assim, visando
a otimizacdo do uso dos reprodutores na fertilizagdo artificial, estudos t€ém sido realizados afim de definir a
propor¢ao ideal de espermatozoides e ovocitos, também denominada dose inseminante, que garanta uma maxima
fertilidade, ja que quando esta ¢ definida corretamente ha uma melhora significativa da taxa de fertilizagdo
(Leite, et al. 2013).

Além do conhecimento da dose inseminante ideal é necessario se conhecer a embriogénese das espécies
cultivadas, para que dessa forma seja possivel avaliar in vivo as consequéncias das aplicagdes de biotécnicas de
conservagdo dos gametas ao ponto de interferir no desenvolvimento embrionario. Do mesmo modo, o estudo da
embriogénese auxilia na identificagdo dos locais de desova em ambiente natural, na taxonomia e no
conhecimento da biologia do desenvolvimento da espécie em questdo (Nakatani et al., 2001).

Uma vez que a embriogénese de uma espécie ¢ elucidada, novas perspectivas sdo abertas quanto ao
desenvolvimento de biotécnicas que exijam manipulagdo dos embrides em fases iniciais do desenvolvimento.
Dentre elas, podemos destacar o resfriamento de embrides, que vem sendo utilizado ha algum tempo, com
obtencao de bons resultados para espécies, como para o pacu (Piaractusmesopotamicus; Lopes et al., 2012).

Diante disso, o presente trabalho objetivou fazer uma revisdo sobre as doses inseminantes e a
biotecnologia de resfriamento de embrides de peixes de dgua doce que ja foram estabelecidas.
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Importancia da dose inseminante na rotina de fertilizagio assistida

Na rotina de fertiliza¢@o assistida tém-se buscado técnicas que visam o melhoramento da reproducéo, ou
seja,utilizar o menor niimero de reprodutores, sabidamente de genética superior, para obter um maior numero de
embrides por desova, e consequentemente de alevinos produzidos, de uma forma que nao seja tdo onerosa para o
piscicultor. Em cativeiro, a técnica que vem sendo mais utilizada ¢ chamada de fertilizagdo a seco
(WoynarovichHorvath, 1983). Nela ¢ minimizada a necessidade de uma duracdo longa da motilidade dos
espermatozoides para encontrar a micrépila, abertura localizada no ovdcito por onde o espermatozoide ird
fertiliza-lo, uma vez que os gametas masculinos e femininos sdo inicialmente misturados, e s6 posteriormente ¢
feita a adi¢do da dgua para a ativagdo dos espermatozoides e hidratacdo dos ovocitos (Leite et al., 2013). Assim,
a fertilizagdo € otimizada pela aproximagdo prévia dos gametas (Carneiro, 2007).

Para que tais procedimentos sejam economicamente sustentaveis, deve-se otimizar a utilizagdo dos
gametas disponiveis, reduzindo o nimero de reprodutores e os gastos demandados para manutengdo desses
animais. Dessa forma, busca-se fertilizar o maior nimero de ovdcitos com a menor quantidade de
espermatozoides possivel (Bombardelli et al. 2006). Isso se torna viavel por meio da determinagdo da dose
inseminante que garanta uma maxima fertilidade, produzindo assim mais embrides com maior economia de
gametas.

Estudos relacionados ao numero ideal de espermatozoides por ovdcito,ou seja, da dose inseminante, ja
vem sendo realizados em varias espécies de teledsteos de agua doce, como o jundid (Rhamdiaquelen;
Bombardelli et al., 2006; Adames et al., 2015), o cascudo-preto (Rhinelepisaspera; Baggio et al., 2007),a
piabanha (Bryconinsignis; Shimoda et al., 2007), o dourado (Salminus brasiliensis; Sanches et al., 2009), a
piracanjuba (Bryconorbignyanus; Felizardo et al., 2010), o pacu (Piaractusmesopotamicus; Sanches et al., 2011)
e o tambaqui (Colossoma macropomum; Leite et al., 2013). Os resultados das doses inseminantes e¢ suas
respectivas taxas de fertilizagdo podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1. Razdo 6tima de espermatozoides (sptz) por ovocito e suas respectivas taxas de fertilizacdo em algumas
espécies de peixes de agua doce.

Espécie Razdo ide'al Te.n%a de Autores
sptz/ovocito fertilizagao
89.497 86,68% Bombardelli et al. (2006)

Rhamdiaquelen 90.000 60,65% Adames et al. (2015) *
Bryconinsignis 314.481 x 10° 87,8% Shimoda et al. (2007)
Rhinelepisaspera 1,2320 x 10’ 71,96% Baggio et al. (2007)
Salminus brasiliensis 30.722 57,1% Sanches et al. (2009)
Bryconorbignyanus 10,4 x 10° 58,27% Felizardo et al. (2010)
Piaractusmesopotamicus 105,481 ¢ 210,963 ~70% Sanches et al. (2011)
Colossoma macropomum 100.000 84,2% Leite et al. (2013)

*Fertilizagdo assistida utilizando sémen criopreservado e frutose como solugdo ativadora.

Observa-se que cada espécie apresenta uma dose inseminante ideal que influencia diretamente nos
valores das taxas de fertilizagdo, demonstrando assim, que essas propor¢des sdo espécie-especificas. Essa
variacdo deve-se também ao tamanho e a qualidade do ovdcito, longevidade espermatica e a distancia percorrida
pelos espermatozoides, que varia entre as espécies (Lahnsteiner, 2000). Segundo Suquet et al. (1995), quanto
menor o didmetro do ovdcito, maior a probabilidade de os espermatozoides alcancarem a micropila e fecunda-lo,
uma vez que a distancia a ser percorrida pelo espermatozoide influencia na capacidade fecundante. No entanto,
para ovocitos de maiores didmetros ha a necessidade de uma maior quantidade de espermatozoides para a
fecundag@o (Shimoda et al., 2007).

Influéncia do volume da solug¢do ativadora sobre as taxas de fertiliza¢do

Outro fator que deve ser levado em consideragdo quando se trata da reprodugdo assistida de peixes,
além da combinagdo adequada do numero de espermatozoides por ovocitos, ¢ o volume de solugdo a ser
utilizado para ativacdo e hidratacdo dos gametas, uma vez que este pode afetar significativamente a taxa de
fertilizacdo (Souza, 2007). Em seu trabalho com P. mesopotamicus, Sanches et al., (2011) além de determinarem
a dose inseminante, investigaram o efeito do volume de agua (solugdo ativadora) sobre as taxas de fertilizagao.
Esses autores testaram quatro volumes diferentes de aguae observaram que, mesmo com uma dose inseminante
ideal, é necessario um volume adequado da solug@o ativadora, para se obter boas taxas de fertilizagdo.

A diluigdo e a ativacdo dos gametas tém duas importantes implica¢des sobre as taxas de fertiliza¢do: o
uso de pouca solugdo ativadora, além de comprometer a ativagdo espermatica, pode proporcionar um meio
inadequado para o encontro dos gametas(Chereguini et al., 1999); e o volume de agua em excesso pode diluir
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demasiadamente o meio, impedindo o espermatozoide de alcangar a micrépila durante o curto periodo de tempo
de ativacdo que adquirem (Chereguini et al., 1999). Estes resultados ja foram verificados por Sanches et al.,
(2009) em seu trabalho com S. brasiliensis. Neste sentido, alguns autores sugeriram que estas dilui¢des ndo
devem ser inferiores a 1:1000 (sémen: solugdo ativadora), pois ndo garantem a eficiente diminui¢do da
viscosidade seminal, afetando assim a completa ativa¢do dos espermatozoides (Billard e Cosson, 1992).

Portanto, percebe-se que o conhecimento da dose inseminante e do volume da solucdo ativadora ideal
utilizada no momento da fertilizacdo, abre perspectivas para o desenvolvimento e aperfeicoamento de novas
biotecnologias, apresentando grande importancia para o desenvolvimento de programas de criopreservagdo de
sémen ou ovocitos, destinados tanto para fins de conservagao da biodiversidade da espécie, quanto para o uso em
programas de melhoramento genético em pisciculturas (Denniston et al., 2000). Além disso, possibilita a
economia de gametas, ja que o s€émen coletado de um tnico macho poderia fertilizar um niimero maior que
apenas 1 a 5 fémeas (Marques, 2001). Dessa forma, ¢ possivel limitar o estoque de machos na piscicultura
intensiva na rotina de reproducdo artificial com sémen fresco ou congelado, propiciando a exploragdo mais
racional de reprodutores geneticamente selecionados e reduzindo os custos de produgdo (Fogli da Silveira et al.,
1988).

Resfriamento de embrides de peixes teledsteos de agua doce

Definidos a dose inseminante ¢ o volume da solucdo ativadora a ser utilizado no momento da
fertilizacdo, o proximo passo para a compreensdo da biologia reprodutiva das diferentes espécies € o
acompanhamento do desenvolvimento embriondrio e a utilizagdo desses conhecimentos no desenvolvimento de
técnicas de conservagao, como o resfriamento e a congelagdo de embrides. Nos ultimos 25 anos, atengdo especial
tem sido direcionada a criopreservagdo de ovocitos e embrides de peixes, mas os resultados ainda sdo
contraditorios e desencorajadores (Zhang et al., 2007).

O insucesso na aplicacdo desta biotecnologia deve-se a alta sensibilidade da membrana ao frio, a
formag¢do de gelo intracelular durante o resfriamento lento, a elevada quantidade de vitelo e a grande
complexidade da membrana de embrides de peixe (Rawson e Zhang, 2005). Para superar estes obstaculos ¢
fundamental aprofundar o conhecimento sobre a toxicidade, a permeabilidade e a concentragdo de crioprotetores.
Além disso, ¢ importante sua associagdo a solu¢des nutritivas, bem como refinar os protocolos de resfriamento ja
existentes (Salmito-Vanderley et al., 2015).

Dentre os métodos de conservagdo de embrides pode-se destacar o resfriamento que consiste na
preservagdo dos gametas ¢ embrides viaveis sob temperaturas baixas, porém, acima do ponto de congelagéo.
Dessa forma, tem-se utilizado o resfriamento como alternativa, abrindo perspectivas que colaborem com a
criopreservacdo. Os primeiros protocolos de resfriamento de embrides de peixes migradores foram descritos por
Ahammad et al. (1998) para a carpa rohu (Labeorohita), a carpa indiana (Catlacatla) e a carpa branca
(Cirrhinusmrigala)e por Ahammad et al., (2002) para a carpa comum Cyprinuscarpio.

Para as espécies de peixes nativas sul-americanas, o pacu (Piaractusmesopotamicus) ja foi utilizado
como modelo experimental para resfriamento de embrides. Streit Jr. et al., (2007) e Lopes et al., (2012)
encontraram resultados de 64% de larvas vivas apds o resfriamento de embrides desta espécie a -8 °C durante 6
horas. O protocolo de resfriamento depende, dentre outros fatores, da sele¢do dos embrides, da solugdo
crioprotetora utilizada e do processo de resfriamento propriamente dito. Estes autores relataram que variagdes
nestas etapas do protocolo podem interferir nas taxas de sobrevivéncia larval.

Inimeros beneficios vém sendo apontados a partir do dominio da técnica de resfriamento como, por
exemplo, permitir a coleta de embrides em lugares remotos, manté-los refrigerados durante o transporte até um
local em que possam ser incubados com maior seguranca (Hagedorn ¢ Kleinhans, 2000), além de possibilitar a
troca de material genético entre os planteis e conservagdo de material genético (Gorman, 2000). Do mesmo
modo, esta tecnologia poderia fornecer embrides de diferentes espécies de peixes em determinadas estagdes do
ano quando ndo ha desova natural (Janik et al., 2000) e, consequentemente, permitir a otimiza¢do ¢ o aumento da
produgio piscicola em cativeiro.

Desenvolvimento embriondrio e sensibilidade ao frio

As segmentacdes de ovos do tipo telolécito, caracteristica da maioria dos peixes teledsteos, ocorrem
apenas no disco de citoplasma ativo do polo animal. O polo vegetal permanece indivisivel durante todo o
desenvolvimento embrionario, dando origem ao saco vitelinico, por isso, a segmenta¢do é chamada parcial ou
meroblastica discoidal (Kimmel et al., 1995). O desenvolvimento embrionario de algumas espécies de teledsteos
ja foi descrito e classificado em fases comuns neste grupo de peixes (Woynarovich e Horvath,1983).

O estudo da ontogenia das espécies € uma importante ferramenta que pode ser utilizada como objeto de
experimentagdo em processos biotecnologicos. Dessa forma, para o desenvolvimento de protocolos de
resfriamento de embrides, deve-se conhecer aspectos fundamentais para o dominio da técnica, tais como a
resisténcia a choques térmicos, a fase do desenvolvimento ontogenético em que os embrides permanecam

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.40, n.1, p.35-40, jan./mar. 2016. Disponivel em www.cbra.org.br 37



DY

Araujo et al. Dose inseminante e resfriamento de embrides de peixes de dgua doce.

integros e a sua toxicidade a crioprotetores (Zhang e Rawson, 1995).

A influéncia dos estagios embrionarios ja foi estudada por Ahammad et al. (2003) trabalhando com
embrides de Labeorohita, no qual foi observado, por meio da estimativa das taxas de eclosdo, que as melhores
condigdes para estocagem dos embrides, em temperatura abaixo de zero, foram encontradas no estagio
embrionario intermediario.

A sensibilidade ao frio estd diretamente ligada a fase de desenvolvimento embriondrio (Zhang
eRawson, 1995; Lopes et al., 2012). Lahnsteiner (2008) sugere que os estagios ontogenéticos iniciais sdo mais
sensiveis a exposi¢do ao crioprotetor do que estagios mais avancados. Para Zhang e Rawson (1995), essa
sensibilidade nos estagios iniciais do desenvolvimento embriondrio ¢ maior devido a grande quantidade de
lipidios no embrido, o que dificulta a acdo dos crioprotetores. Assim, as fases mais desenvolvidas de embrides de
peixes suportam melhor a toxidade dos crioprotetores (Bart, 2000), ja que durante as fases mais desenvolvidas a
maior parte destes lipidios ja foi consumida. Além disso, o inicio do processo de diferenciagdo celular pode ser
afetado pelos crioprotetores e, pouco depois da fertilizagdo, os processos que conduzem a prote¢do contra o
ambiente ainda ndo estdo completamente finalizadoscomo o endurecimento do corion, absor¢do de agua e
osmorregulagdo(Zhang e Rawson, 1995).

Lopes et al., (2012), em seu trabalho com resfriamento de embrides de pacu (Piaractusmesopotamicus),
observaram que o melhor estagio do desenvolvimento embriondrio para ser resfriado foi o de aparecimento da
vesicula oOtica. Assim, percebe-se que a toxicidade do crioprotetor estd diretamente relacionada ao
desenvolvimento do embrido, no geral, os embrides mais jovens, menos desenvolvidos, apresentam-se menos
tolerantes ao crioprotetor (Miliorini, 2012). Mesmo assim, € importante ressaltar que o organismo se
encontrando em uma fase mais complexa, as célulasse encontram em processo de grande diferenciagdo celular e
organogénese, momento estes em que estas estio mais propensas a sofrer teratogé€nese. Portanto, segundo
Salmito-Vanderley et al., (2015), na escolha do crioprotetor deve-se levar em consideracdo seu grau de
toxicidade.

Outro fator importante num protocolo de resfriamento € a curva de resfriamento,o que nada mais ¢ do
que a velocidade de reducdo da temperatura concomitantemente com a desidratacdo que as células sofrem
enquanto estdo sendo resfriadas devido a presenga dos crioprotetores (Lopes et al., 2012). Ainda segundo estes
autores, quando o resfriamento € lento o suficiente as células sdo capazes de perder agua rapidamente por
osmose, ¢ assim suportar a desidratag@o. Por outro lado, se o resfriamento for rapido demais, o potencial quimico
da agua e da solugdo extracelular diminui mais rapido do que o da agua intracelular, resultando em agua
intracelular remanescente que pode formar gelo intracelular letal para as células (Zhang et al., 2007).

Crioprotetores utilizados em embrides de peixes

Para que as células sejam mantidas em baixas temperaturas ¢ essencial a utilizacdo de agentes
crioprotetores, pois, na sua auséncia ocorre a formacdo de cristais de gelo, considerados letais para as células
(Polge et al., 1949; Leibo, 2000). Por outro lado, apesar de necessario, a sua toxicidade pode provocar a
mortalidade das células durante a entrada ou saida no seu interior (Chao e Liao, 2001).

Dentre os crioprotetores utilizados para embrides de peixes destacam-se o metanol e o dimetilsulfoxido
(DMSO), como crioprotetores intracelulares; e a sacarose, como crioprotetor extracelular (Niemann, 1991).

Um protocolo de resfriamento para as espécies de peixes nativos sul-americanos foi sugerido por Streit
Jr. et al. (2007) para embrides de pacu(P. mesopotamicus), utilizando combinagdes de crioprotetores extra
(17,1% de sacarose) e intracelulares (9% de metanol), para o resfriamento a -8°C, estocados por seis horas,
recomendando a utilizacdo de tal solugdo para a realizagdo deste protocolo. Até meados de 1995, a maioria dos
estudos apontavam o DMSO como o melhor crioprotetor para congelagdo (Adam et al., 1995), no entanto,
atualmente o metanol e o propileno glicol também vem se destacando como crioprotetores menos toxicos € com
resultados promissores, em especial quando associados a sacarose, para o pacu (P. mesopotamicus) e o tambaqui
(Colossoma macropomum, Fornari et al., 2012; Nascimento et al., 2014).

Logo, para o sucesso na conservacdo de embrides devem-se conhecer as caracteristicas
morfofisiologicas dos mesmos assim como a sua cronologia de desenvolvimento e como se da sua interagdo com
os meios de criopreservagdo. Além disso, segundo Salmito-Vanderley et al., (2015) deve-se pesquisar se os
embrides de determinada espécie suportam a redugdo de temperaturas (direta ou indireta); qual a curva ideal de
para o resfriamento; qual a fase do desenvolvimento embrionario ¢ mais propicia fazé-lo; e também a toxicidade
provocada pela interagdo de diluente/crioprotetor, este sendo fator fundamental para o dominio da técnica.

Consideracoes finais
Estudos relacionados a defini¢ao da dose inseminante ideal tém sido realizados para diversas espécies
de peixes de agua doce. No entanto, ainda sdo necessarias mais pesquisas que definam esta propor¢do para as

demais espécies e que avaliem a influéncia do volume da solugdo ativadora sobre as taxas de fertilizagdo. Nota-
se ainda, que os protocolos destinados ao resfriamentode embrides de peixes teledsteos ainda ndo estdo bem
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definidos, sendo necessaria a realizacdo de amplos estudos para a eficiéncia do emprego de biotecnologias
decriopreservagdo (resfriamento e congelag@o) de embrides.
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