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Artigo cientifico
Criopreservagao de semén de peixe de aguas doces tropicais: uma revisao

tecnolodgica

Cryopreservation of tropical freshwater fish semen: a technology overhaul

Kleydson Thyago Araujo de Oliveira; Juliana Ferreira dos Santos



Resumo

O objetivo deste artigo é identificar as técnicas utilizadas na criopreservacéo de
semén de peixes. A metodologia utilizada foi a revisao integrativa de artigos que
versam sobre o tema pesquisados no Portal de Periédico da Capes e foram
escolhidos nove artigos para serem analisados, pois continham todas as
informagdes analisadas pelo pesquisador. Também foi desenvolvida uma tabela
onde consta um resumo da técnica utilizada na criopreservagdao, em especial os
aspectos  biotecnologicos, como: diluentes, crioprotetores, embalagem,
congelamento, armazenamento, descongelamento e a solugdo ativadora. Foi
desenvolvido um mapa mental da técnica de criopreservagcao, desde a preparagao
do semén fresco, até o descongelamento e eventual uso. A analise da bibliografia
nos mostra que a glicose € o diluente mais utilizado, juntamente com o
Dimetilsuféxido — DMSO, como crioprotetor interno, o produto € acondicionado em
canudos ou microtubos, o congelamento é feito principalmente usando um Dry
Shipper e posterior guarda no nitrogénio liquido (-196°C) e o descongelamento é
feito de forma rapida e por um tempo curto e a posterior ativagdo se faz com cloreto
de sddio ou bicarbonato de sdédio. Conclui-se que a técnica € bem descrita e ja ha
um protocolo para o desenvolvimento da criopreservagao.

Palavras-chave: Colossoma macropomum, glicose, Dimetilsuféxido, dry shipper,

descongelamento.



Abstract

The aim of this article is to identify the techniques used in cryopreservation of fish
semen. The methodology used was the integrative review of articles on the topic
researched on Capes' Journal Portal and nine articles were chosen to be analyzed,
as they contained all the information analyzed by the researcher. A table was also
developed which contains a summary of the technique used in cryopreservation, in
particular the biotechnological aspects, such as: diluents, cryoprotectants,
packaging, freezing, storage, thawing and the activating solution. A mental map of
the cryopreservation technique was developed, from fresh semen preparation to
thawing and eventual use. The bibliography analysis shows that glucose is the most
used diluent, together with Dimethylsufoxide - DMSO, as an internal cryoprotectant,
the product is packaged in straws or microtubes, freezing is mainly done using a Dry
Shipper and subsequent storage in liquid nitrogen (-196°C) and the thawing is done
quickly and for a short time and the subsequent activation is done with sodium
chloride or sodium bicarbonate. It is concluded that the technique is well described
and there is already a protocol for the development of cryopreservation.

Keywords: Colossoma macropomum, glucose, Dimethylsufoxide, dry shipper,

thawing.
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1. Introdugao

Os peixes dulciaquicolas sdo aqueles que vivem toda sua vida na agua doce ou
que passam parte primordial dela neste ambiente, sendo divididos em peixes primarios e
secundarios. Os primarios s&o aqueles que nao resistem a agua salgada, como os peixes
da familia Cyprinidae, Cobitidae e a maioria dos siluriformes. Ja os secundarios sao
aqueles que podem viver em algum momento em agua salgada, como é o caso das
familias Cottidae, Lotidae e Valenciidae (Medina-Robles et. al., 2020).

E sabido que os peixes ocupam cerca de 10% da biodiversidade das espécies
descritas e um quarto das espécies descritas de vertebrados no mundo (Freyhof e
Brooks, 2011; Smith et al., 2014). Na América Latina a diversidade de peixes de agua
doce é tamanha que chegamos a ter mais de cinco mil espécies, o que representa um
terco do estimado mundial (Reis et al., 2016).

Entretanto, problemas antropicos tem feito uma deplecdo nesse numero de
espécies, como a urbanizagdo, problemas ambientais, contaminacdo das aguas,
exploragéo pesqueira em conjunto com o pouco avango de politicas de sustentabilidade e
as represas hidrelétricas tem diminuido as populagées em 83% desde dos anos de 1970
(Reis et al., 2016; Volpedo et al., 2017). Dessa forma, os riscos de extingdo dos peixes de
agua doce sao maiores do que os animais terrestres, visto que eles sdo mais sensiveis a
tais mudancgas (Volpedo et al., 2017).

Estima-se que a taxa de extingdo dos peixes de agua doce € de 112 a 855 vezes
mais alta que as taxas de extingdo natural (Tedesco et al., 2017), sendo que na América
do Sul, 4 a 10% das espécies enfrentam algum risco de extingdo (Reis et al., 2016).
Dessa forma, se faz necessario o desenvolvimento de biotecnologias que tentem suprir
essa perda de material genético (Rajasekharan, 2017), com a criagdo de Bancos de
Recurso Genéticos cuja sigla é conhecida internacionalmente por GRB (Medina-Robles
et. al., 2020).

No Brasil, por exemplo, oito espécies estdo ameacadas de extincdo no Rio Sao
Francisco, segundo o Comité da Bacia do S&o Francisco (CBHSF), sao elas:
mandi-brague, pira, pirapitinga, lambari, pacamé&o, cascudo do mucutu, cambeva e
barrigudinho. Isso se da visto a quantidade de hidroelétricas que ha no Rio Sao Francisco,
apontam os estudiosos.

Dessa forma, € necessario que haja formas de preservar a esses peixes, seja pela



criacdo em cativeiro ou na guarda de material genético. Nesta esteira as pesquisas com
criopreservagao tem sido feitas, no intuito de também preservar material genético de
peixes e geralmente sao utilizados os espermatozoides, pois ocupam menos espago por
serem pequenos e sao mais resistentes ao frio, mas podem ser utilizadas células
somaticas, ceélulas germinais,, ovécitos e embrides, sendo os espermatozoides mais

utilizados (Martinez-paramo et al., 2017).

Além da conservacédo genética de populacbes ameagadas de extingdo por agdes
humanas, a criopreservacado facilita as trocas de material genético entre criadores,
evitando cruzamentos entre parentes préximos, e € uma O6tima alternativa para fazer

reproducao assistida de peixes como o tambaqui, por exemplo.

Assim, este trabalho tem como objetivo fazer uma revisao tecnoldgica dos principais
artigos publicados, acerca do tema da criopreservagcdo de sémen de peixe, no portal de

Periddico da Capes.
Objetivamos com este trabalho
2 - Material e método

A revisdo integrativa da literatura, foi utilizada como método e consistiu nas
seguintes etapas: primeiramente, foi identificado o tema de pesquisa, selecionadas as
palavras-chaves e, posteriormente, a pesquisa dos artigos no banco de dados do Portal
de Periddico da Capes. As palavras-chaves utilizadas foram, em inglés: spermatozoid,
semen, sperm, seminal liquid, cryopreservation. Em portugués: espermatozoide, sémen,
sémen, esperma, liquido seminal, criopreservacdo e em espanhol, as palavras foram:

esperma, semen, semen, esperma, liquido seminal, criopreservacion.

No banco de dados foram selecionados artigos que continham, no titulo, palavras
que faziam referéncia a estudos sobre a tematica abordada neste estudo e os publicados
nos ultimos cinco anos, foram fruto de analise. No banco de dados, aqueles publicados
em qualquer tempo e em lingua inglesa, retornaram como resultado 30 artigos e, nos

ultimos cinco anos, retornaram como resultado 8 artigos.

Em lingua portuguesa, artigos publicados em qualquer tempo, somam o resultado de

6 seis trabalhos e nos ultimos 5 anos apenas 3 trabalhos. Em lingua espanhola, foram



obtidos 15 resultados para qualquer tempo e 4 nos ultimos cinco anos. Apds a selegao
dos artigos, foram lidos os resumos e, uma vez se encaixando no tema da pesquisa, 0s

artigos eram lidos e resumidos para compor este trabalho.

Apos a leitura, foi produzida uma tabela, onde sdo encontrados os seguintes
dados: autor e ano, qual técnica foi utilizada, obtengdo do sémen e a conclusdo desses
artigos. Além disso, um mapa mental sobre o processo de criopreservagao foi criado a

partir da leitura dos artigos.
3 - Desenvolvimento

Os protocolos de criopreservacdo sao procedimentos com metodologia
estabelecida cujo objetivo final € manter viva as células espermaticas, ao fim do processo
(Martinez-paramo et. al., 2017), onde qualquer mudanca afeta diretamente os parametros

de qualidade (Lahnsteiner et al., 2011).

O primeiro processo criobioldgico foi o modelo basico de Mazur, de 1963, que versa
sobre a formagdo do gelo intracelular em funcdo da velocidade de resfriamento, a
permeabilidade da membrana e as dimensdes da célula (Medina-Robles et. al., 2020).
Posterior a isto, temos o desenvolvimento do modelo bioquimico que tinha a capacidade
de prever a sobrevivéncia de uma célula em fungdo da velocidade de congelamento e

descongelamento (Mazur et al., 1972).

O produto destas duas técnicas permitiu que fosse criado uma metodologia que
permitisse otimizar as velocidades de congelamento e descongelamento em fung¢do do
transporte de matéria e energia (Woelders et al., 2004). Para um melhor entendimento,

serao descritos a seguir as principais etapas do processo de criopreservagao.
3.1 - Processamento da amostra

Para proteger os espermatozdides de danos causados pelo congelamento
utilizam-se inumeros diluentes, que variam de acordo com cada técnica, levando em
consideragdo a espeécie utilizada e escolhendo aquele que melhor se adapta
(Medina-Robles et. al., 2020). Sabe-se que durante a diluicdo, o espermatozoide regula
seu tamanho conforme a disponibilidade de soluto no diluente, logo pode sofrer danos

celulares visto a difusdo da agua (Fernandez et al., 2009). Desta forma, a fim de evitar



danos, o diluente deve ser adequado de tal forma que permita evitar danos osméticos e

evitar que os espermas sejam ativados (Draper & Moens, 2009).
3.2 - Diluente

Um diluente numa solugdo de criopreservacdo nada mais é que uma solugcédo em
que se dilui 0 sémen antes do congelamento. Utiliza-se uma combinacdo de um extensor,
um crioprotetor interno e um crioprotetor externo em um determinado pH e uma

determinada osmolalidade (Medina-Robles et. al., 2020).

Recomenda-se que o diluente tenha a osmolalidade superior a do plasma seminal,
visto que, nestas condi¢des, a motilidade espermatica € inibida na maioria dos peixes de
agua doce (Medina-Robles et. al., 2020), sendo esta inibigdo necessaria para preservar a

qualidade seminal durante o armazenamento (Carneiro et al., 2012).

O diluente geralmente é composto de glicose e cloreto de sodio em diferentes
concentragcdes. A agua de coco em po também tem sido utilizada, visto seu alto teor de
minerais. Um extensor simples pode ser feito com glicose a 5% que ¢é estavel e pode ser
utilizado em grandes fazendas sem a necessidade de grandes trabalhos de laboratorio
(Viveiros, Godinho, 2009).

A diluicao do sémen tem efeitos deletério nos espermatozoides, fazendo com que os
antioxidantes naturais se reduzam no plasma seminal, tornado-os mais expostos ao
estresse oxidativo (oxidagdo de proteinas) e a fragmentagdo do DNA (Medina-Robles et.
al., 2020). O acido ascorbico e a vitamina E, tém sido de fundamental importancia, visto

qgue evitam as reagcdes em cadeia induzidas pelos radicais livres (Cabrita et al., 2011).
3.3 - Crioprotetores

S&o0 substancias essenciais para a sobrevivéncia das células e proporcionam um
ambiente nutricional e osmoticamente ideal para o sémen, reduzindo a taxa de
congelamento e as lesbes celulares mecanicas (Varela-Junior et al., 2015). Assim que o
esperma entra em contato com o crioprotetor, ha uma incrementagdo na concentragéo
intracelular de solutos, promovendo a osmose da agua para o meio extracelular,
permitindo que os cristais de gelo se formem fora da célula, onde ndo ha efeitos danosos
(Medina-Robles et. al., 2020).



Entretanto, o excesso de crioprotetores pode fazer com que haja uma desidratagao
bastante acentuada da célula, o que causa danos celulares irreversiveis (Benson, 2015),
podendo ser, em elevadas concentragdes, toxicos (Yasui et al., 2012) ou mesmo

causando a peroxidagao lipidica (Isachenko et al., 2018).

O (glicerol é o primeiro crioprotetor interno reportado, mas existem outras
substancias que agem de forma anéloga, sendo elas o dimetilsulféxido (DMSO) e o
metilglicol (Viveiros & Godinho, 2009), sendo o primeiro utilizado em muitos ensaios,
embora seu desempenho nao seja tao satisfatério, como relatado por Carneiro e. al.
(2012) que mostrou uma motilidade de 5-10% nos espermatozoides descongelados. O
metilglicol tem sido utilizado com éxito em peixes de agua doce, embora alguns autores

como, Shaliutina-KoleSova et al. (2015) mencionam que nao é eficaz.

Autores como Oliveira et al. (2016), Pastrana et al. (2018), Medina-Robles et al.
(2019), Pinheiro et al. (2016) e Galo et al. (2020), quando trabalharam com a
criopreservagdo do sémen de Colossoma macropomum, utilizaram o dimetilsulféxido

(DMSOQO) e apenas Oliveira et al. (2016) utilizou o metilglicol.

Os crioprotetores externos sédo aqueles que penetram nas células, ajudando a
estabilizar a membrana, segundo Viveiros & Godinho (2009), e o mais utilizado

atualmente € a gema de ovo.

Na maioria dos casos ela tém mostrado parametros de qualidade bem altos e
oferece protecdo celular visto a presenca de lipoproteinas de baixa densidade que se
aderem a parede celular e a protegem do dano mecanico, como nos afirma
Medina-Robles et. al. (2020). Contudo, ela é pouco estavel e sua composicao ¢é dificil de
padronizar por ser muito viscosa, assim, adicionada num diluente, prejudica a motilidade
dos espermatozoides e dificulta a caracterizagdo visual das células no microscopio
(Carneiro et al., 2012).

3.4 - Embalagens

As embalagens podem influenciar na taxa de congelamento e descongelamento, na
eficiéncia de armazenamento do pés-descongelamento, na identificacdo da amostra e na

biosseguranga, como descrito por Medina-Robles et. al. (2020). Os mesmos autores



dizem que o emprego de canudos € muito comum, entretanto ha a utilizagdo de criotubos,

que sao faceis de preencher, rotular e tem um maior volume disponivel para fertilizagao.
3.5 - Congelamento

Esta etapa € muito importante, sendo classificada como um Ponto Critico de
Controle (PCC) pois, ha a formagao de cristais de gelo que podem ser internos ou
externos as células. Desta forma provocam lesdes mecanicas as estruturas celulares, se
forem internos, pois o congelamento &, por si so, letal se ndo houver um diluente de

crioconservagao. Ja os cristais externos, segue o autor, sdo indcuos.

O congelamento, na maior parte dos trabalhos analisados, utilizou-se Dry Shipper
com armazenamento em nitrogénio liquido a -196°C, por periodos que variaram de 4,6

horas até 8 meses, como foi 0 caso do trabalho de Medina-Robles et al. (2019).

O choque térmico e o estresse osmotico e oxidativo, afetam a membrana celular, as
mitocOndrias e a estrutura da cromatina, e, dessa forma, deve ser cuidadosamente

avaliada, para um melhor resultado (Watson et al., 2001).
3.6 - Armazenamento

Os processos deletérios dos materiais ndo séo relacionados ao armazenamento e
sim ao processo de congelamento e descongelamento em si, sendo que o tempo de
armazenamento n&o deve ser prolongado visto que o tempo de conservagao aumenta o

valor de manuteng¢ao (Medina-Robles et. al., 2020).
3.7 - Descongelamento

Os efeitos mais danosos no sémen ocorrem no processo de descongelamento
(Isachenko et al., 2018), pois quanto mais lento o processo de descongelamento maior
sera o dano, uma vez que os cristais de gelo se fundem e formam cristais maiores,
causando mais problemas, sendo o inverso verdadeiro, ou seja, quanto mais rapido o
descongelamento menor sera a formacgéo de cristais e menos danoso sera para célula,

nos mostra Benson (2015).

Autores como Martinez & Pardo (2013) mostraram que uma taxa lenta de

congelamento e uma taxa rapida de descongelamento trazem beneficios aos



espermatozoides e as temperaturas de descongelamento variam de acordo com a

espécie trabalhada.
3.8 - Solucao ativadora

Para que haja a ativagado do sémen é necessario certa osmolalidade, concentragdes
de ions, pH, temperatura e taxa de diluicao (Alavi et al., 2006; Cosson, 2010), sendo que
ha diferengas muito grandes entre a solugéo ativadora para peixes de agua marinha e
para peixes de agua doce, sendo verdadeiro também para diferentes espécies dentro do
mesmo ambiente, nos afirma Martinez-Paramo et al. (2017). Geralmente as solugdes
ativadoras de peixes de agua doce sao hiposmoticas em relagdo ao liquido seminal, mas

pode haver ativagao através de meios isotonicos.

Sao empregadas varias solugdes ativadoras e Medina-Robles et al. (2020) nos
apresentam as mais comuns: NaCl (0,3%) e NaHCO3 (1%), que foram testadas por
Carneiro et al. (2012) em esperma de C. macropomum e mostraram que nao ha
diferencas estatisticas significativas entre as duas solug¢des, alcangando motilidades

superiores a 80%, com duragdo meédia de 50 segundos.
4 - Avaliacao da bibliografia

A partir da analise dos nove artigos, foi possivel desenvolver um mapa mental com a

ajuda do site https://www.mindmeister.com/pt, com as principais etapas da

criopreservagcao de sémen de peixes de agua doce tropical., como podemos ver, abaixo,

na Figura 1:


https://www.mindmeister.com/pt
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O mapa mental acima nos mostra as etapas da criopreservacdo de semén de peixe,
desde a adi¢ao, ao semem, dos diluentes e crioprotetores até o descongelamento para
eventual uso, seja para estudo ou em fazendas de criagdo. Notamos que o processo € o

mesmo, variando apenas os compostos utilizados.

Como crioprotetores podemos ver a utilizagdo do DMSO ou BTS, ja para os
diluentes a glicose ou algum utilizado de forma experimental, como foi feito por Pastrana
et al. (2018), quando trabalhou com semén de tambaqui. Este mapa facilita nossa
visualizagdo do processo como um todo, sendo importante para identificar as partes que

compdem o processo, a fim de aprimora-lo e questiona-lo, como é o trabalho da ciéncia.

Além do mapa mental, foi criada uma tabela com as informag¢des mais relevantes
dos artigos analisados, desde espécies trabalhadas, diluentes e crioprotetores utilizados,
a forma de congelamento e descongelamento e a solugdo ativadora desse
espermatozoide, quando houve esta informagao. As informacgdes estao contidas na tabela
1.

| Tabela 1 |
Colossoma macropomum

Especies trabalhadas . .
Prochilodus brevis

Leiarius marmoratus

Glicose;
Beltsville Thawing Solution — BTS;
Diluentes Cloreto de Sadio (NaCl);
Solgao Ringer;
ACP-104 (agua de coco em po).
Dimetilsuféxido — DMSO;
Metilglicol — MG;
Crioprotetor Etilenoglicol - ETG;
Gema de ovo;

Canudos;
Microtubos de centrifuga;
Embalagens Palhetas 0,5 mL.

Dry Shipper;
Magquina de congelamento programada;
Congelamento / Resfriamento  Nitrogenio liquido

Armazenamento 96 h - 8 meses

Banho-maria variando de 5s a 30°C até
Descongelamento 8 mim a 45°C

Agua destilada;
Solugdo Ativadora Cloreto de sodio (NaCl);

Blcarbonato de sédio - NaHCO3

Tabela 1 - Tabela-resumo dos artigos selecionados fonte: o autor



Apos a descricao das principais fases para uma criopreservagao foram pontuadas as
principais caracteristicas observadas nos artigos, dentre elas podemos citar as espécies

de peixes mais estudadas.

De acordo com os artigos lidos, o tambaqui foi um dos peixes que mais serviu como
analise, pois, segundo Oliveira et al. (2016) o seu consumo vem aumentando no Brasil,
visto sua rusticidade, sua carne saborosa e por isso, ha o interesse no desenvolvimento
de biotecnologias associadas a reproducdo deste peixe, muito embora este aumento no
consumo leva ao declinio de populagbes naturais, sendo a aquicultura um saida para

evitar esta exploragao.

Com relagéo aos diluentes utilizados, o que mais aparece nos artigos é a
Glicose a 5,0%, que foi utilizada por autores como Medina-Robles et al. (2019) no
processo de criopreservagdo de sémen de tambaqui, e também utilizado por

Almeida-Monteiro et al. (2017) utilizando semén de Prochilodus brevis.

Os principais crioprotetores observados utilizados foram o DMSO, o metilglicol, o
etilenoglicol e a gema de ovo, que € utilizada como crioprotetor externo, a fim de evitar

que os cristais de gelo maculem as células espermaticas.
5 — Concluséo

Este trabalho objetivou fazer uma revisdo tecnolégica da criopreservagao de
semén de peixes de agua doce tropicais, com o intuito de verificar quais as técnicas estao
sendo utilizadas nos artigos cientificos publicados, tendo em vista que estas técnicas

favorecem a preservacao do semén, para posterior utilizagao.

Observou-se claramente que o congelamento rapido produz efeitos deletérios
nestas células e que a utilizagdo de um diluente e de um criopreservante, acompanhados

das etapas descritas neste levantamento, tem a capacidade de mitigar esses efeitos.

Além disto, a forma como o produto é descongelado também é de fundamental
importancia, uma vez que o descongelamento realizado de forma inadequada (com

menos velocidade) também proporciona baixa qualidade dos espermatozoides.



Assim, espera-se que o levantamento realizado com a jun¢gdo do mapa mental
e da tabela-resumo dos nove artigos analisados, possam contribuir com o melhor
entendimento do processo de criopreservagdo de semén de peixes de agua doce
tropicais, e que esta ferramenta possa ser ainda mais explorada e estudada para o

desenvolvimento produtivo no Brasil e no mundo.
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