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Resumo

Esta revisdo tem o intuito de abordar as principais biotécnicas reprodutivas aplicadas a conservacao
seminal de peixes teledsteos, destacando-se o resfriamento (conservacdo a curto prazo) e a congelacdo
(conservagdo a longo prazo). Apesar dos inumeros beneficios, como a conservagdo de espécies, sabe-se que
essas técnicas podem ocasionar danos as células espermaticas. Dessa forma, a fim de manter a viabilidade
celular durante o resfriamento e apds a descongelacdo, utiliza-se solugdes diluidoras adequadas e busca-se
suplementa-las para obter melhores resultados. Portanto, o aprimoramento dessas técnicas torna-se de grande
relevancia para o desenvolvimento da piscicultura.
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Abstract

This review aims to address key reproductive biotechnologies applied to the seminal conservation
teleost fish, cooling highlighting (short term storage) and freezing (long term storage). Despite the many
benefits, such as species conservation, it is known that these techniques can cause damage to sperm cells. Thus,
in order to maintain cell viability during cooling and after thawing, use is made appropriate diluting solutions
and seeks to supplement them for best results. Therefore, the improvement of these techniques becomes of great
importance for the development of fish farming.
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Introducao

A conservagdo seminal de peixes tem como funcdo preservar os gametas masculinos para a utilizacao
em fertilizacdo assistida. Por isso, o desenvolvimento de técnicas aplicadas a reproducdo vem assumindo papel
relevante na aquicultura e na conservacao de recursos genéticos (Murgas et al., 2004). Além disso, a conservagdo
seminal procura resolver problemas tanto de ordem econdémica, como atender ao mercado consumidor, quanto de
ordem ecoldgica, visando a ndo extingdo de espécies de peixes super-exploradas (Maria, 2005).

Dentre as técnicas de conservagdo seminal destacam-se o resfriamento e a congelagio de gametas,
sendo essas biotécnicas reprodutivas importantes ferramentas na obtengdo de um manejo mais facil dos
reprodutores, pois dispensa a presenca do macho no momento da fertilizagdo, eliminando, assim, o problema de
assincronia da atividade reprodutiva; reduz o nimero de reprodutores machos mantidos na estacdo de
piscicultura; promove a troca de material genético entre fazendas produtoras de pescado, facilitando o
estabelecimento de programas de melhoramento genético; e auxilia nos programas de preservagdo de espécies
ameacadas de extingao (Isat, 2006; Godinho, 2007).

As técnicas de resfriamento e congelacdo utilizam solugdes diluidoras, que tem como func¢ao diminuir o
metabolismo espermatico. Para o resfriamento seminal, o diluente ird diminuir a concorréncia dos
espermatozoides por oxigénio e espago, além de ajudar a controlar o crescimento bacteriano no sémen
(Carolsfeld e Harvey, 1999). Em relagdo a congelacdo, a presenga da solugdo diluidora € imprescindivel, assim
como o uso de crioprotetores de agdo interna e/ou externa, pois muitos danos sdo ocasionados pela acdo do frio
durante esse processo (Salmito-Vanderley et al., 2014).

Diante disso, tém-se buscado suplementar os meios diluentes com substincias que minimizem ao
maximo os danos que podem ser causados durante os processos de conservagdo de sémen. O uso de substancias
antioxidantes pode manter as células espermaticas viaveis durante e apds esses processos, permitindo uma boa
qualidade seminal e, consequentemente, boas taxas de fertilizagao.

Conservacgao seminal a curto prazo: Resfriamento

O resfriamento seminal é uma técnica de preservacdo de sémen a curto prazo que consiste na
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manutencdo da viabilidade das células espermatica por um periodo de horas ou dias, usualmente em
temperaturas de refrigeracdo, sendo indicada para facilitar o manejo, por dispensar a presenga do macho no ato
da fecundacao, além de aumentar a eficiéncia da reproducdo assistida nas estagdes de piscicultura (Murgas et al.,
2004).

Stoss e Donald (1982) relatam que os fatores que determinam o sucesso da técnica de resfriamento é a
redugdo da temperatura, o fornecimento e a troca de gases com o meio e a prevengdo do desenvolvimento
bacteriano e da dessecacdo. Contudo, avaliagbes devem ser realizadas nos diluentes e nas condigdes de
estocagem, pois esses fatores, associados ao tempo de armazenamento, podem interferir na qualidade seminal,
uma vez que condigdes anaerobias unidas & contaminag@o microbiana diminuem a motilidade e a viabilidade
espermatica (Rurangwa et al., 2004).

No resfriamento de sémen nao diluido, alguns fatores podem fazer com que a motilidade chegue a 0%
em pouco tempo, como o envelhecimento celular, a competicdo por espaco e oxigénio € o crescimento
bacteriano (Viveiros et al., 2014). Contudo, poucos trabalhos sobre resfriamento seminal envolvem o uso de
diluidores, como os estudos de Viveiros et al. (2014; P. lineatus) e de Oliveira (2012; Colossoma macropomum),
que utilizaram a agua de coco em pé especifica para peixes (ACP-104). Nestes trabalhos, o sémen de P. lineatus
e de C. macropomum, apds dois dias de resfriamento, apresentou taxas de motilidade de 20% e 31%
respectivamente, mostrando, assim, que o ACP é um eficiente diluente para o resfriamento do sémen das
referidas espécies.

Durante o processo de resfriamento seminal, normalmente, ndo ha adigdo de crioprotetor. Trabalhos que
avaliaram o efeito de alguns crioprotetores sobre a motilidade espermatica, durante o tempo de resfriamento, ndo
encontraram vantagens no acréscimo de um crioprotetor interno para a preservacdo do sémen a 4°C (Maria,
2005). Porém, outros autores observaram melhorias na viabilidade espermatica por um periodo de dias mais
prolongados quando foi adicionado crioprotetor ao diluente (Murgas et al., 2002).

Conservacgao seminal a longo prazo: Criopreservacio

A criopreservacdo do sémen consiste na conservacdo, a longo prazo, dos gametas por meio de
congelamento em nitrogénio liquido.

O sémen congelado pode ser mantido em bancos de sémen por prazo indeterminado, o que possibilita o
estabelecimento de programas de melhoramento genético com a utilizacdo de machos selecionados, eliminagéo
do problema de assincronia da atividade reprodutiva entre machos e fémeas, reducdo do numero de reprodutores
machos mantidos na estacdo de piscicultura, com consequente reducdo dos custos (Godinho, 2007).

A técnica de congelamento celular pode ser dividida em trés etapas: (1) As células sdo submetidas a
uma solucdo crioprotetora, que, devido a diferenga de concentrago, desidrata a célula, reduzindo a quantidade
de agua intracelular, o que evita a formagao de cristais de gelo que podem danificar a membrana citoplasmatica.
(2) Posteriormente, a célula deve regular a osmolaridade, ficando isotonica com o meio extracelular, o que pode
causar efeitos toxicos e impacto osmoético nas mesmas. (3) Finalmente, diminui-se a temperatura passando pelo
ponto de congelacdo da agua e da solugdo crioprotetora (Lezcano, 2001).

Existem varios utensilios e equipamentos para congelar as amostras de sémen, sendo os mais utilizados
as geladeiras de isopor, dry shippers, freezers regulaveis e botijdes criogénicos, dentro dos quais sdo
introduzidas palhetas francesas plasticas de 0,25 ou 0,5 mL ou criotubos de 1,2 a 5,0 mL (Maisse et al., 1998).

Meios de congelacao: diluentes e crioprotetores

Para a congelagdo ¢é necessario que o sémen seja diluido em um meio composto pelo diluente e pelo
crioprotetor. O meio de congelagdo é responsavel por nutrir a célula espermatica e prevenir as crioinjlrias
durante a congelag@o e descongelacdo seminal. Salmito-Vanderley et al. (2012) lista varios meios de congelagdo
utilizados na criopreservagdo do s€émen de algumas espécies da ordem Characiformes.

O diluente, geralmente uma solucdo rica em sais e¢/ou carboidratos, promove o aumento do volume de
sémen, facilitando sua distribuicdo em doses, e atua como fonte de energia para o espermatozoide pods-
descongelado. As condi¢cdes minimas requeridas para um diluente adequado sdo: isotonicidade, para que nio
haja ativacdo prévia da motilidade espermatica; estabilidade, pois suas caracteristicas fisico-quimicas ndo devem
ser alteradas durante o contato com o sémen; condutividade térmica elevada, permitindo a rapida transferéncia
de temperatura do meio externo para os espermatozoides; esterilidade, para ndo vincular microrganismos
nocivos as células espermaticas; e, finalmente, servir como carreador de crioprotetores (Legendre e Billard,
1980).

A glicose 5% destaca-se nesse contexto por tratar-se de uma solug@o de facil aquisigdo, ja testada com
sucesso para varias espécies de peixes, como P. lineatus (Nascimento et al., 2010), P. brevis (Nunes et al., 2016)
e C. macropomum (Oliveira et al., 2016). Outras substancias utilizadas com sucesso como diluentes de sémen de
peixe foram: BTS — Beltsville Thawing Solution” (Oliveira et al., 2016), agua de coco in natura (Farias et al.,
1999) e agua de coco em pd — ACP-104 (Leite et al., 2011), entre outras.

O crioprotetor, por sua vez, tem como fungdo proteger as células espermaticas dos efeitos deletérios
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provocados pela criopreservagao. Devem possuir baixa toxicidade para as células e alta solubilidade em agua
(Batista et al., 2006).

Tais crioprotetores podem ser classificados como intracelulares ou de ag@o interna e extracelulares ou
de acdo externa. Os crioprotetores de agdo interna, como dimetilsulféxido (DMSO), glicerol, metanol,
etilenoglicol, e metilglicol, usados geralmente a uma concentragdo de 10%, sdo indispensaveis para o sucesso da
criopreservacdo, pois atuam desidratando e reduzindo o ponto crioscopio do interior da célula, dificultando a
formagdo de cristais de gelo intracelulares. Os crioprotetores de agdo externa, como a gema de ovo e a sacarose,
podem ser ou ndo adicionados ao meio de congelagdo e auxiliam na protegdo celular recobrindo a superficie da
célula e estabilizando a membrana (Watson, 1995; Maria, 2005).

Apesar de imprescindivel para o processo de criopreservagdo, os crioprotetores possuem efeitos toxicos
e podem reduzir a capacidade fertilizante do espermatozoide devido a les@o por danos osmoticos (Graham, 1996)

Na maioria dos trabalhos, observa-se que a combinagdo dos dois agentes (crioprotetores e diluentes) é
bastante variavel, o que torna muito dificil a tarefa de distinguir qual é o fator ideal para cada espécie, ja que eles
atuam de forma distinta.

Apesar dos beneficios, a criopreservagdo pode causar alteracdes ultraestruturais no espermatozoide,
devido a diversos fatores, tais como as modifica¢des na osmolaridade do meio (Marques, 2001) e a peroxidacgio
lipidica, que consiste na degradaco oxidativa dos acidos graxos poli-insaturados dos fosfolipidios da membrana
plasmatica por agdo das espécies reativas de oxigénio (EROs), modificando a estrutura e a permeabilidade dessas
membranas (Mello-Filho et al., 1984). Assim, faz-se necessario a suplementac¢do dos meios de congelagdo com
substancias adequadas, que promovam a maxima prote¢ao a célula espermatica.

Suplementacao dos meios de congelagcdo com Antioxidantes

Os antioxidantes sdo compostos que regulam, removem e suprimem a formagdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) ou contrariam suas agdes (Sikka, 2004; Maneesh e Jayalekshmi, 2006), evitando o inicio ou a
propagacao das rea¢des em cadeia de oxidacao (Degaspari e Waszczynskyj, 2004). As EROs sao continuamente
produzidas pelo metabolismo aerdbio celular e seu excesso pode levar a célula ao estresse oxidativo, que
promove vdrias alteragdes patoldgicas, incluindo lesdes na membrana plasmatica e no DNA (Stowinska et al.,
2013).

O mecanismo de defesa antioxidante ¢ dividido em trés etapas: Prevengdo, na qual ocorre a inibigdo da
producdo de EROs; Intercepgdo, que interrompe a reagdo em cadeia da oxidac¢do, impedindo a atuagdo das
EROs; e Reparagdo, na qual os danos causados pelas EROs sdo corrigidos. Esta tltima etapa ndo € observada
nos espermatozoides em virtude da caréncia de citoplasma, fonte rica de enzimas antioxidantes (Saleh e
Agarwal, 2002), pois, durante o periodo de maturacdo, os espermatozoides perdem a maior parte de seu
citoplasma, sendo privados de boa parte dos antioxidantes enddgenos (Carvalho et al., 2002). Além disso, a
membrana plasmatica dos espermatozoides ¢ rica em acidos graxos poliinsaturados, que sdo mais vulneraveis
aos ataques das EROs (Wathes et al., 2007), fazendo com que essas células sejam mais facilmente submetidas ao
estresse oxidativo.

No sémen estdo presentes antioxidantes intra e extracelulares que constituem os sistemas de defesa
antioxidante enzimatico e ndo enzimatico (Sanocka e Kurpisz, 2004; Silva et al., 2011). Antioxidantes
enzimaticos sdo macromoléculas oriundas ou ndo do proprio organismo, que protegem o mesmo contra as EROs
e espécies reativas de nitrogénio (ERNs), podendo atuar diretamente sobre estes agentes ou reparar os danos por
eles causados no organismo (Barreiros et al., 2006). Dentre os antioxidantes desse tipo presentes no sémen,
pode-se citar a superdxido dismutase, a catalase e o sistema glutationa peroxidase/glutationa redutase (Carvalho
et al., 2002; Alvarez e Moraes, 2006). Antioxidantes ndo enzimaticos sdo micromoléculas oriundas ou ndo do
proprio organismo que tém por fungdo protegé-lo das agdes deletérias das EROs e ERNs (Barreiros et al., 2006).
Como exemplos desta categoria de antioxidantes, tem-se a-tocoferol, acido ascorbico, urato, piruvato, glutationa,
taurina e hipotaurina. Tanto os enzimaticos quanto os ndo-enzimaticos reduzem as concentragdes dos agentes
oxidantes no sémen a niveis fisiolégicos e mantém a fertilidade natural e assistida mais adequada (Agarwal e
Saleh, 2002; Saleh e Agarwal, 2002).

A superoxido dismutase (SOD) ¢ uma das principais enzimas antioxidantes presentes nas células
eucaridticas, encontrada principalmente no citosol e nas mitocondrias. Sua acdo consiste em catalisar a
dismutacdo do superdxido (O, ) em perdxido de hidrogénio (H,O,) e oxigénio (O,) (Ferreira e Matsubara,
1997).

A catalase (CAT), encontrada nos peroxissomas ¢ nas mitocondrias, atua de forma complementar a
SOD, uma vez que converte o H,O,, em H,O e O,, produtos estes que sdo utilizados para a respiragéo celular
(Maneesh ¢ Jayalekshmi, 2006).

A glutationa peroxidase e a glutationa redutase formam um sistema, agindo em conjunto contra a
peroxidacdo lipidica, inibindo as EROs e, consequentemente, mantendo a motilidade espermatica (Maneesh E
Jayalekshmi, 2006; Sikka, 2004). A glutationa peroxidase atua como catalisador da reagdo de degradagido do
H,0, e de outros perdxidos organicos (Ferreira e Matsubara, 1997; Alvarez e Moraes, 2006). A glutationa
redutase, por sua vez, reduz a glutationa peroxidase que foi oxidada para que esta tenha sua agdo restaurada e
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possa agir contra as EROs (Silva e Guerra, 2012).

A vitamina C (4cido ascorbico) ¢ comumente encontrada no organismo na forma de ascorbato,
constituindo um antioxidante de notavel atuagdo in vivo, uma vez que neutraliza as EROs e ERNs por meio de
reacdes de redugdo, com concomitante inibicdo da peroxidagdo lipidica (Barreiros et al., 2006). A inibi¢do da
peroxidagdo lipidica promovida pela vitamina C ocorre de forma direta ou indireta sobre as membranas celulares
em meios aquosos e isto se deve ao fato deste antioxidante atuar eficientemente sobre EROs como 02'2, H,0,,
hipoclorito (C1O"), OH' e radical peroxil (OOH") (Vasconcelos et al., 2007).

A vitamina E (a-tocoferol) é um antioxidante ndo enzimatico (Maneesh e Jayalekshmi, 2006),
lipossoltivel, natural da membrana plasmatica e que pode proteger os espermatozoides contra danos oxidativos
no DNA e na propria membrana (Sikka, 2004). O efeito protetor deste antioxidante decorre de sua capacidade
em prevenir a peroxidagdo lipidica e suprimir, por conseguinte, a produgdo de malondialdeido, um dos maiores
indicadores de estresse oxidativo (Aitken e Clarkson, 1988), o que ¢ possivel pelo fato de atuar como quelante
das EROs produzidas durante a lipoperoxidagao (Ferreira e Matsubara, 1997).

Com a perda de parte dos antioxidantes enddgenos, devido aos processos inerentes a gametogénese, os
espermatozoides maduros passam a depender, basicamente, da prote¢do dos antioxidantes presentes no plasma
seminal (Carvalho et al, 2002; Alvarez e Moraes, 2006), que se torna a mais importante forma de protecdo
utilizada por estas células no combate as EROs (Sikka, 2004). Contudo, o processo de criopreservacdo do s€émen
favorece o desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, em favor dos agentes oxidativos, com
comprometimento da integridade estrutural e funcional dos espermatozoides, tanto pela marcante redugdo de
suas concentragdes apds a diluigdo do sémen, quanto pelo estimulo a produ¢do de EROs durante a
criopreservacdo (Guerra et al., 2004; Sarlés et al., 2002; Watson, 2000). Esse desequilibrio resulta em efeitos
toxicos e comprometimento da funcionalidade celular, o que conduz a apoptose ¢ redugdo da fertilidade dos
espermatozoides (Purdy, 2006; Stornelli et al., 2005; Turrens, 2003).

A fim de melhorar a qualidade do sémen criopreservado, por meio da prevencao ou redugdo do processo
peroxidativo, diversos pesquisadores tém realizado estudos relacionados a adi¢do de antioxidantes nos diluidores
seminais de diversas espécies de peixes (Cabrita et al., 2011; Ubilla e Valdebenito, 2011; Martinez-Paramo et al.,
2012; Navarro et al., 2014; Liu et al., 2015), obtendo-se resultados satisfatdrios.

Contudo, as diferentes substancias antioxidantes podem ter agdo espécie-especifica. Askari et al. (1994)
e Pena et al. (2003), trabalhando com sémen humano e de javali, respectivamente, encontraram boas taxas de
motilidade espermatica quando adicionaram vitamina E aos meios de congelacdo. Diferentemente, Cabrita et al.
(2011) e Navarro et al. (2014) ndo obtiveram bons resultados para este parametro quando adicionaram este
mesmo antioxidante aos meios de dilui¢do seminal de Sparus aurata e Dicentrarchus labrax e de P. lineatus,
respectivamente.

Outro fator importante é a concentragdo do antioxidante utilizado. Sabe-se que as EROs sio
fundamentais para alguns processos fisioloégicos nos espermatozoides de mamiferos, tais como a hiperativacao, a
capacitacdo e a reacdo acrossomica. Dessa forma, o uso de substancias antioxidantes nos meios de diluicdo
seminal pode apresentar efeitos indesejaveis se a dose de seguranca for ultrapassada, pois podem inibir essas
fungdes (Carvalho et al., 2002). Contudo, ainda ndo se sabe qual o papel das espécies reativas de oxigénio nos
espermatozoides de peixes que realizam fecundagdo externa.

Salmito-Vanderley et al. Tecnologia de Conservagdo de Sémen de Peixes: resfriamento, congelagdo e uso de
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Consideracoes Finais

O processo de conservagdo de sémen permite a reproducdo em cativeiro de espécies de peixes
reofilicas e ameacadas, além de reduzir os custos com reprodutores para os piscicultores. Tais técnicas
encontram-se bem desenvolvidas, contudo, ainda ¢é necessario aperfeicoar as solugdes diluidoras. A
suplementagdo dos meios de conservagdo com substincias antioxidantes tem-se mostrado promissora, sendo
necessarios mais estudos para o desenvolvimento de diluentes apropriados para cada espécie, a fim de se obter
uma maxima qualidade espermatica e, consequentemente, boas taxas de fertilizagao.
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