Manejo e sanidade de
peixes em cultivo

Marcos Tavares-Dias
Organizador

Embrapa Amapa
Macapa
2009



Manejo e Sanidade de Peixes em Cultivo
Tavares-Dias, M. (Organizador)
© 2009 Embrapa Amapa, Macapa.

Capitulo 3

Criopreservacao de sémen de peixes no
contexto do agronegocio da piscicultura

Alexandre Nizio Maria, Hymerson Costa Azevedo & Paulo César
Falanghe Carneiro

Resumo

O conhecimento sobre o armazenamento de sémen de peixe vem avancando
desde a década de 50. Neste artigo sdao apresentadas técnicas de
processamento e armazenamento de sémen de peixes, abordando sua
importédncia como ferramenta tanto para programas de melhoramento
genético de espécies de interesse econémico quanto para iniciativas de re-
estabelecimento de populacbes em ambientes em recuperacdo. Informacoes
sobre as particularidades do sémen das diversas espécies de peixes permitem
a padronizacdo da técnica, definindo com isso o0s componentes dos
crioprotetores e meios diluentes, bem como o0s procedimentos adequados
para o congelamento e descongelamento. Avancos nessa area permitem a
criacdo de importantes bancos de sémen de peixes nativos, criando inclusive
uma nova perspectiva para o agronegdcio da piscicultura.

Abstract

The knowledge on fish semen storage has been improved since the beginning
of the 1950 decade. This paper presents techniques on fish semen process
and storage, indicating its importance as a tool either for aquaculture genetic
programs or maintenance of genetic diversity of fish populations that are
endangered. Information about particularities on semen of different fish
species allow the advance on techniques as cryoprotectants and extenders
determinations, as well as adequate procedures and rates for semen freezing
and thawing. Improvements in this area are of interest to promote the
creation of important gene banks for native fish species. Advances in this
area allow the creation of semen banks of native fishes and induce a new
perspective to the commercial fish culture sector.
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Introducao

A criopreservacao € uma técnica que se utiliza de temperaturas
extremamente baixas para manter a estrutura e funcionalidade de células e
tecidos vivos, conservando-os geneticamente vidveis e reversivelmente
inertes do ponto de vista metabdlico (Pegg, 2007). O primeiro trabalho sobre
congelamento de sémen de peixe foi realizado por Blaxter (1953) para
viabilizar o cruzamento de dois “tipos” de arenques que desovam em épocas
diferentes do ano. Essa pesquisa, publicada ha mais 50 anos, coincidiu com
um sucesso semelhante em bovinos. Nos anos seguintes, uma industria
multimilionaria foi desenvolvida para o sémen congelado de animais
domésticos, enquanto que, apenas recentemente, a criopreservacao de
sémen de espécies aquaticas parece estar na fase de transicdo entre a
experimentacao e o mercado (Tiersch, 2003).

A tecnologia de congelamento de sémen de bovinos pode ser
considerada madura nos dias atuais. Essa tecnologia tem sido adotada pelos
programas de inseminacao artificial em todo o mundo devido, em parte, aos
seus beneficios econdmicos como o aumento da disponibilidade de sémen e
reducdo nos custos com transporte e manutencdo de plantéis de
reprodutores. Uma tecnologia madura é aquela que ja estd em uso durante
um periodo suficientemente longo e a maioria das suas falhas iniciais e
problemas inerentes ja foram reduzidos ou eliminados (Wikpedia, 2009).
Podemos considerar a cronologia de desenvolvimento do mercado maduro de
sémen de bovinos leiteiros como uma trajetoria tedrica do ciclo de vida para
um futuro mercado de sémen de peixes criopreservado (Figura 1).
Comparativamente, a criopreservacao do sémen de bovinos leiteiros e de
outros animais domésticos que atingiram sua maturidade e tem sido utilizado
em nivel comercial, o estdgio de desenvolvimento tecnoldgico de sémen
conservado de peixes estdao em algum lugar entre a concepgao e a infancia
(Caffey & Tiersch, 2000).

Atualmente, muitas sao as técnicas de manipulacdo de sémen ja
estabelecidas para varias espécies de peixes, com especial destaque para as
familias characidae, prochilodontidae, anastomidae (Viveiros & Godinho,
2009), cyprinidae (Billard et al., 1995), siluridae (Legendre et al., 1996) e
salmonidae (Scott & Baynes, 1980). Mesmo assim, com excecao da truta
arco-iris e o salmdo do Atlantico, ainda ha muitas questdes basicas para
serem respondidas no que tange as técnicas de conservacdo de sémen de
muitas espécies tropicais de interesse econdmico e ambiental (Carolsfeld et
al., 2003a).

O presente capitulo apresenta informagdes sobre a criopreservacao de
sémen de peixes €, além disso, aborda sua importancia como ferramenta na
conservacao dos recursos genéticos da ictiofauna bem como sua aplicacdo no
agronegdcio da piscicultura.
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Figura 1. Estudo comparativo do ciclo de vida do mercado de sémen
criopreservado de bovinos e de peixe (Adaptado de Caffey & Tiersch, 2000).

A importancia da conservaciao de sémen de peixes para o
agronegocio

No tocante ao agronegdcio da piscicultura, ha muitas vantagens no uso
de técnicas de conservacao de sémen de peixes. Ao rever um pouco a
histéria percebe-se que todas as espécies de animais e plantas tidas hoje
como domesticadas passaram por um processo de cruzamentos iniciado e
complementado continuamente com a participacao de espécies silvestres. Os
parentes silvestres das racas melhoradas tém genes necessarios para o
melhoramento continuado das espécies domesticadas de interesse
econdmico. Em varios casos eles oferecem genes para 0s quais ndao houve
previsao de seu uso no presente, mas que podem ser importantes para a
continuidade da producao de uma determinada espécie.

A manutencdo de planteis de reprodutores de peixes com a finalidade
de gerar descendentes para a producdo nas pisciculturas depende da
constante renovagado de seus individuos e atencdo para se evitar os riscos do
endocruzamento. Endocruzamento é o acasalamento entre individuos de
parentesco préximo e que leva a homozigose, presenca de apenas uma forma
do gene para uma caracteristica particular. A homozigose ndo ¢é
necessariamente um problema, sendo muitos dos caracteres importantes de
animais domésticos dependentes de caracteristicas homozigdticas
relacionadas, por exemplo, ao crescimento e producdo de leite. Porém, a
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homozigose de formas deletérias de genes é prejudicial e o endocruzamento
tem maior tendéncia a acumular esta condicdo do que o cruzamento entre
individuos sem parentesco (Tave, 1986).

Em aquicultura, problemas de consanguinidade, por exemplo, podem
ocorrer como resultado de cruzamento seletivo que seleciona genes de
interesse particular pelo endocruzamento, reduzindo a diversidade genética.
Uma forma de contornar esses problemas é pela conservacao do sémen a
baixas temperaturas, seja na forma resfriada ou congelada em bancos de
germoplasma, mantendo o tamanho efetivo da populagdo sem a necessidade
de manutencdo de um grande numero de reprodutores no plantel e
possibilitando ainda a reducdo nos custos de producao.

Sob refrigeracdo, o0s espermatozdides de peixes podem ser
armazenados por algumas horas ou dias, dependendo da espécie, enquanto
que mantidos em temperaturas negativas podem ser estocados por muitos
anos (Billard et al., 2004). A refrigeracao do sémen possibilita sua estocagem
por aproximadamente 10 dias, facilitando os trabalhos de rotina dentro de
um laboratério de reproducdo induzida e favorecendo a concentracdao dos
esforcos para o trabalho com as fémeas. Adicionalmente, trata-se de uma
técnica simples e de baixo custo que pode ser implementada nas pisciculturas
voltadas a producado de alevinos. A técnica de refrigeracao possibilita também
a reducao dos custos de manutencao do plantel de reprodutores, bem como
trocas de material genético entre laboratérios (Carneiro et al., 2006).

A conservacgao de sémen por longos periodos, possivel pela técnica de
criopreservacdo, tem como uma finalidade importante guardar genes para
aumentar a variabilidade genética de uma determinada populacdo. Da
mesma forma que uma populacdo natural de peixes depende de elevada
biodiversidade genética para aumentar suas chances de adaptacdao ao meio
onde vive, um programa de melhoramento genético precisa dessa
variabilidade para diminuir possiveis efeitos negativos causados por
endocruzamentos e homozigoses (Fauvel et al., 1998; Carolsfeld et al.,
2003b) e para transmitir a populacdo genes que poderao ser responsaveis
por caracteristicas importantes como resisténcia a doengas e a mudancas
climaticas.

O congelamento do sémen de peixes com nitrogénio liquido apresenta
algumas limitagdes técnicas quanto a sua utilizacdo para a producdo de
alevinos em larga escala em funcdao da necessidade de determinacgdao de
metodologias para o armazenamento de grandes volumes de sémen. No
Brasil a utilizacdo de sémen congelado como rotina nas estacdes de
piscicultura ainda é pouco difundida ou inexistente na grande maioria dos
laboratorios. Por outro lado, trata-se de uma técnica muito valiosa para a
preservacdo de material genético que pode ser utilizado em programas de
melhoramento de espécies de interesse econémico ou mesmo em
laboratorios publicos ou privados de producao de alevinos.

A criopreservacao na conservacao de recursos genéticos
S3o muitas as razdes que justificam o uso de técnicas para o
armazenamento de sémen de peixes do ponto de vista da conservacao de

recursos genéticos. A agressao sofrida pelo meio ambiente nos ultimos anos,
em especial os ambientes aquaticos, vem afetando diretamente as
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populacOes de espécies nativas de peixes. Mesmo antes de uma espécie de
peixe entrar para a lista daquelas ameacadas de extincdo, muitas de suas
caracteristicas genéticas originais podem ter sido modificadas visando a sua
adaptacdo ao ambiente alterado. Com o passar de algumas poucas geragoes,
algumas caracteristicas genéticas podem até serem perdidas. As estratégias
de recuperacdo da ictiofauna de corpos d’agua que passam por periodo de
reversao de um processo de deterioracdo podem ser grandemente auxiliadas
por acdes prévias de colheita e conservacdo do sémen sob baixas
temperaturas (Rana, 1995).

O tema reveste-se de grande importancia, principalmente em funcao
do notério declinio dos estoques pesqueiros causado pelas mais diversas
razoes tais como: a sobrepesca, poluicdo, uso conflitante da agua, construcao
de barragens e reservatérios, extrativismo, além da introducdo
indiscriminada de espécies exéticas no ambiente. Adicionalmente, as
mudancas climaticas recentemente intensificadas pela emissdo de gases na
atmosfera certamente estdo tendo e ainda terdao efeito na perda ou
descaracterizacao de algumas populagdes de peixes que ndo sdao adaptaveis
as temperaturas mais quentes das aguas. A reducao no numero de individuos
de uma determinada populagdao reduz também a sua variabilidade genética,
fazendo com que sua capacidade de adaptacdao a novos ambientes seja
diminuida. O armazenamento de sémen de peixes por longos periodos de
tempo é uma ferramenta importante que possibilita a manutencdo da
variabilidade genética de uma populacdo para uso futuro. Sua utilizacdo
numa eventual tentativa de recuperacdao de uma populagdo de peixes garante
uma base genética mais ampla, produzindo individuos com maior capacidade
de adaptacdao e menores chances de sucumbir diante das alteragdes causadas
no meio ambiente (Carolsfeld et al., 2003b).

Biologia espermatica de peixes

Os espermatozdides de peixes variam em estrutura (Jamieson, 1991),
refletindo sua histéria evolutiva de mais de 550 milhdes de anos (Janvier,
1999). Segundo Nagahama (1983), os espermatozdides podem ser
morfologicamente subdivididos em cabeca, peca intermediaria e cauda. A
morfologia dos espermatozodides parece refletir o seu modo de fertilizacdo. Na
maioria dos grupos de peixes falta o acrossomo, que ocorre em todos os
outros grupos de vertebrados. A caréncia do acrossomo é compensada pela
presenca da micropila, um orificio no cérion do ovo para a penetracao do
espermatozoide (Cosson et al., 1999).

Apesar de apresentar grandes diferencas entre algumas espécies, o
sémen da maioria dos peixes possui uma caracteristica em comum que é a
ativacdo da motilidade espermatica pela agua. Os espermatozdides ndo
apresentam motilidade, isto é, ndao apresentam movimento quando estdo
dentro dos testiculos. A fertilizacdo dos ovécitos somente ocorre apds a
ativacdo da motilidade dos espermatozdides que se dard apds seu contato
com a agua. Normalmente a ativacdo é irreversivel e a motilidade tem
duracdao muito curta de tempo, apds o que o espermatozodide fica incapaz de
fertilizar o ovdcito. As reservas energéticas do espermatozdide sdao exauridas
rapidamente, sendo importante o conhecimento desse tempo para a espécie
gue estd sendo trabalhada. Espermatozdides de salmdo e truta nadam
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vigorosamente por menos de um minuto ao passo que outras espécies como
tilapias, dourado e a piracanjuba produzem sémen que apresentam
motilidade espermatica de alguns minutos. Algumas espécies tropicais
nativas de agua doce de interesse econémico como o pintado, o curimbata, o
matrinxd, o piaugu e o pacu apresentam tempo muito curto de motilidade,
excedendo pouco mais de um minuto (Marques, 2001).

Durante os procedimentos de desova em laboratério € comum a
retirada dos gametas “a seco”, evitando o contato com a agua. A adicdo da
agua é feita somente apds a mistura dos gametas, aumentando com isso as
chances dos espermatozéides fertilizarem os ovdcitos dentro do curto tempo
em que permanecem ativos. Para o armazenamento do sémen sob baixas
temperaturas, portanto, é importante que seu congelamento seja feito sem
que ele seja ativado, sendo imprescindivel evitar seu contato com a agua ou
mesmo a urina do peixe durante sua extracao (Harvey & Carolsfeld, 1993).

No congelamento de sémen, sdao utilizadas solugdes crioprotetoras
compostas de um diluidor e um agente crioprotetor, como serao relatados a
seguir, e estas sao geralmente constituidas de solugdes aquosas. Contudo
esta solucao deve ser elaborada de modo a ndo ativar o sémen, sendo mais
comumente feita a adicdo de glicose para regular a sua pressao osmotica e
evitar com isso a ativacao do espermatozodide. Na pratica o desenvolvimento
de uma solucdo crioprotetora para uma determinada espécie de peixe
necessita de ensaios para a avaliacdo dos seus eventuais efeitos tdxicos e sua
influéncia sobre a integridade e funcionalidade espermatica. Resumidamente,
guando misturado ao meio diluidor, o sémen ndo deve estar moével, mas a
sua ativacao deve continuar sendo possivel com a adicdo de agua no
momento da fertilizacdo apds o armazenamento e descongelamento (Ohta e
Izawa, 1996).

O efeito do congelamento nas células espermaticas

Algumas informacdes basicas sobre criobiologia sdo necessarias para a
compreensao das injurias que acontecem durante o congelamento e
descongelamento, bem como para encontrar forma de evita-las. O
congelamento, tanto muito lento quanto muito rapido, tende a ser prejudicial
as células. Quando qualquer célula em meio aquoso é submetida a
temperaturas entre -5 e -15°C, ocorre formacao de gelo no meio externo
(cristalizacao), entretanto o conteddo celular permanece liquido e
supergelado. O calor latente do processo de cristalizacdo eleva a temperatura
para o ponto de congelamento do meio, isto &, -5°C. Como parte da agua do
meio extracelular é transformada em gelo, o meio se torna cada vez mais
concentrado (hiperosmoético) em relacdo as células. Numa tentativa de
manter o equilibrio, a dagua do meio intracelular sai das células. Portanto, os
eventos fisicos que acontecem na célula dependem da velocidade de
congelamento (Medeiros et al., 2002; Viveiros, 2005).

Quando o congelamento é feito em ritmo adequado, ha tempo
suficiente para a desidratacdao da célula e a saida da agua, evitando-se com
isso a formacdo de cristais em seu interior. Porém, muitas vezes esse
processo ndo ocorre dessa maneira e ha a formacao de cristais de gelo
intracelulares responsaveis por injurias irreversiveis na célula. Por outro lado,
durante congelamento excessivamente lento, as células sdo expostas por

52



Maria et al. Criopreservacdo de sémen de peixes no contexto...

muito tempo aos chamados “efeitos de solucdo”, isto é, a todas as
caracteristicas de mudancas da solucao extracelular como: a cristalizacao do
gelo, a concentracao de sal e elevacao da osmolaridade, a alteracao do pH,
as alteracdes das composicoes das solugdes em consequéncia dos sais
atingirem seu ponto de saturacdo e cristalizacdo, além de todas as
implicagOes celulares desses eventos (Senger, 1986; Watson, 1995).

Diferentemente das hemadcias, células com alta permeabilidade que
possibilita rapida desidratacdo, o espermatozdide necessita da adicdo de
substancias com acgao crioprotetora para o seu congelamento adequado
(Suquet et al., 2000). As substancias adicionadas para exercer funcao
crioprotetora direta sobre a célula espermatica sdo divididas em
crioprotetores intracelulares e extracelulares. O crioprotetor intracelular é
uma substancia quimica ndo toxica ou com baixa toxicidade capaz de retirar
a agua da célula e diminuir a temperatura de congelamento no seu interior,
diminuindo ou impedindo a formacgao de cristais de gelo internamente. O
produto mais conhecido e utilizado em sémen de peixe é o dimetilsulféoxido
(DMSOQ). Porém, outras substancias como o glicerol, metanol e metilglicol
também tém sido usadas para algumas espécies (Suquet et al., 2000; Maria
et al., 2006b).

Os crioprotetores extracelulares revestem a célula externamente e
estabilizam sua membrana, diminuindo os danos provocados pelo
congelamento. Sao exemplo de crioprotetores celulares os agucares de um
modo geral como a glicose, sacarose e trealose. De acordo com Denniston et
al. (2000), o desempenho de um crioprotetor intracelular pode ser otimizado
guando se associa crioprotetores de acao extracelular. Além de funcionar
como fonte de nutrientes, a gema de ovo também tem acdo crioprotetora por
conter acidos graxos e antioxidantes que auxiliam na protecao e conservacao
do espermatozoide (Carolsfeld et al., 2003b). Apesar disso, alguns
pesquisadores ndao tém constatado beneficios no uso da gema de ovo em
determinadas solugdes crioprotetoras para sémen de peixes, mostrando que
existe uma importante interacdo deste componente com o diluidor utilizado
(Maria et al., 2006a). Do ponto de vista sanitario é importante ressaltar que
muitos paises proibem a comercializacdo e importacdao de sémen diluido em
diluentes com este componente biolégico na sua composicao.

O descongelamento é um procedimento inverso ao congelamento,
porém que merece a mesma atencdo. A velocidade de descongelamento do
sémen deve ser tal que permita a rehidratacdo celular, mas ao mesmo tempo
seja breve o suficiente para evitar que pequenos cristais no interior da célula
aumentem seus tamanhos durante esse processo e prejudiquem a célula.
Como ha muitas particularidades entre o sémen das diferentes espécies de
peixe, tanto a velocidade e temperatura de congelamento quanto de
descongelamento devem ser determinadas apdés a condugdo de ensaios
experimentais prévios (Fauvel et al., 1998; Billard et al., 2004).

Conservando o sémen de peixes
A - Refrigeragdo

Os espermatozoides de peixes sao apropriados para a conservacao em
curto prazo a temperatura de geladeira (0-6°C), primeiro porque que sdo
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imodveis no plasma seminal, ndao requerendo fontes imediatas de energia para
seu metabolismo, e segundo porque nao sofrem choque térmico, sendo mais
tolerantes a baixas temperaturas do que os espermatozdides de mamiferos
(Bobe & Labbe, 2008). Os espermatozdides mantidos em baixas
temperaturas, ao redor de 4°C, tém um baixo metabolismo e podem ser
conservados por muitos dias em diluidores apropriados sem mudancas
significantes na qualidade (Kime et al., 1996). Além disso, temperaturas
abaixo de 6°C reduzem drasticamente o crescimento bacteriano sendo,
portanto, mais indicadas no armazenamento de sémen em relacao aquelas
mais elevadas (Bobe & Labbe, 2008).

Os diluidores sao solugdes de sais ou de carboidratos que ajudam a
manter a viabilidade das células durante o resfriamento. Uma solucao
diluidora deve ser utilizada no processo de resfriamento porque a diluicdo
diminui a competicdo dos espermatozdides por oxigénio (0,) e espaco
(Carolsfeld & Harvey, 1999). Além disso, o uso de diluidores pode estabilizar
as condigoes fisico-quimicas durante a estocagem do sémen, prolongando a
viabilidade dos espermatozodides. Para que as solugdes funcionem bem como
diluidores, algumas condicOes sao exigidas: devem ser isotbnicas em relacdo
ao sémen ou possuirem tonicidade que ndo ative a motilidade espermatica,
serem estaveis ao longo do armazenamento especialmente em relacao ao pH
e serem estéreis, indcuas e inibidoras da proliferacdao microbiana. A taxa de
diluicdo ou proporcdo sémen: diluidor normalmente utilizada esta entre 1:1 e
1:10 e varia em funcdo da concentracdo espermatica da espécie, ou seja,
espécies com sémen apresentando alta densidade de células requerem maior
diluicdo. Avaliacdes adicionais de diluidores e condigbes de estocagem sdo
necessarias antes que a refrigeracdo de sémen se torne uma ferramenta de
rotina no manejo dos machos e na fertilizacdo dos ovocitos. No Brasil existem
poucos trabalhos sobre refrigeracdo de sémen dos peixes nativos, mas
algumas pesquisas tém obtido resultados promissores (Maria et al., 2006ab;
Carneiro et al., 2006; Viveiros et al., 2009b).

O desenvolvimento de protocolos de resfriamento de sémen,
principalmente de espécies nativas, tem mostrado peculiaridades espécies-
especificas, tanto para a duracao do periodo de estocagem quanto para os
diluidores usados. Os fatores mais importantes que determinam o sucesso do
resfriamento sdo: velocidade de reducao da temperatura, fornecimento e
troca de gases, prevencdo da desidratacdao ou dessecacao e prevencao do
desenvolvimento bacteriano. A adicdo de antibidticos em concentracdes
apropriadas pode prolongar o tempo de estocagem dos espermatozdides
refrigerados prevenindo as infeccdes bacterianas (Segovia et al., 2000).

B - Criopreservagao

O congelamento de células vivas pode ser feito basicamente de duas
formas, pelo uso do gelo seco (neve carboOnica ou didxido de carbono sélido)
ou do nitrogénio liquido. O gelo seco mantém as células na temperatura -
79°C enquanto que o nitrogénio liquido permite a manutencdo da
temperatura -196°C. Este ultimo método apresenta-se como o melhor meio
para conservacao de sémen de peixe, e sémen de outros animais, por longos
periodos de tempo, facilitando inclusive sua identificacdo e diminuindo o risco
de contaminacdo do material. O congelamento em gelo seco é feito pela
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colocacdo de pequenas porgdoes de sémen diluido, previamente resfriadas,
diretamente sobre pequenos pocos feitos no bloco de gelo seco, formando os
chamados “pelletes” de sémen. Trata-se de uma metodologia pouco utilizada
atualmente, porém que possibilitou a geracao de muita informacdo sobre as
particularidades de varias espécies anteriormente ao advento do nitrogénio
liguido (Blaxter, 1953).

Trabalhar com nitrogénio liquido exige cuidados especiais e o
conhecimento de duas de suas propriedades basicas: a baixa temperatura e a
alta taxa de expansdo. Por estar na forma liquida em -196°C sdo necessarios
recipientes especiais para evitar grandes perdas por evaporagcao e
equipamentos de protecao individual para sua manipulagdo como luvas e
oculos. O fato de expandir-se rapidamente e ocupar volumes muito maiores
guando na forma gasosa exige também que o recipiente que vai manté-lo
nao seja lacrado totalmente. Nota-se, portanto, que o transporte de
recipientes com nitrogénio liquido, normalmente representado por botijoes
especiais de diferentes tamanhos possui regulamentagdes internacionais por
tratar de material perigoso. Atualmente para o transporte sdo utilizados
botijoes menores chamados de “dry shippers” que possuem material poroso
absorvente na parede para reter o nitrogénio liquido, eliminando com isso o
perigo de vazamento (Carolsfeld et al., 2003b).

Teoricamente a velocidade do metabolismo celular é nula a -196°C e o
tempo de armazenamento podem ser ilimitados em condicdes ideais de
estocagem, que inclui basicamente a manutencdo adequada do nivel do
nitrogénio liquido dentro do botijdo e 0 manuseio correto das doses de sémen
criopreservadas. Porém, existem iniUmeros detalhes importantes que devem
ser observados para o sucesso no armazenamento do sémen por longos
periodos, desde a sua incorporagdo a solucdo protetora adequada, seu
correto resfriamento anteriormente ao congelamento, seu congelamento
propriamente dito e finalmente seu descongelamento e utilizagao.

O preparo da solucao crioprotetora envolve primeiramente a diluicdo do
crioprotetor intracelular, a exemplo do DMSO ou metilglicol, em
concentracdes de 5 a 10% na presenca de glicose, geralmente em 5% para
aumentar a pressao osmotica da solucdao e evitar a ativacdo do
espermatozoide. A gema de ovo pode participar como um crioprotetor
extracelular e, quando utilizada, é adicionada a solugdo crioprotetora. Para
espécies de peixes ainda pouco estudadas sugerem-se ensaios prévios
envolvendo a observacao da motilidade do espermatozéide em microscépio
utilizando-se ativadores como NaCl a 0,3% ou NaHCOs a 1% antes e apds
sua incorporacdao a solugdo protetora. A proporcdao sémen:diluidor
normalmente utilizada estd entre 1:3 e 1:10 e varia em funcdao da
concentracdo final requerida para a fertilizacdo. Esta por sua vez leva em
conta o nimero de ovos que se deseja fertilizar com cada dose armazenada
individualmente.

No acondicionamento das amostras de sémen é importante que se leve
em consideracdo a taxa de congelamento e a identificacdo da amostra.
Atualmente, alguns diferentes tipos de recipientes tém sido utilizados como
criotubos plasticos, tubos de vidro e ampolas, e palhetas plasticas. As
diferentes formas e materiais desses recipientes resultam em diferentes
propriedades de transferéncia de calor durante o congelamento e
descongelamento. Mesmo dentro de recipientes com o0 mesmo modelo,
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diferencas podem existir entre os produtos de diferentes fabricantes, o que
pode resultar em variacdo na taxa de congelamento e descongelamento
(Yang & Tiersch, 2009). Portanto, é necessario padronizar o método de
embalagem para garantir que os protocolos sejam replicados de forma similar
nos diferentes laboratérios (Figura 2).

A forma mais utilizada para manipulacdo dessas doses para o
armazenamento envolve o emprego de palhetas plasticas francesas de 0,5
mL que podem ser acondicionadas organizadamente nos botijoes criogénicos
(Figura 2). Esse tipo de recipiente utilizado no acondicionamento do sémen
apresenta uma série de vantagens como a possibilidade de enchimento e
fechamento automatizado, identificacdo da amostra a exemplo da impressao
permanente de rotulos alfanuméricos ou codigo de barras, protecao
(biosseguranca) da amostra pela vedacdo completa, facilidade de transporte
e racionalizacdo de espaco e padronizacao de todo o processo (Yang &
Tiersch, 2009).

A organizacdao no armazenamento é importante para evitar a retirada e
possivel descongelamento de palhetas erradas ou adicionais aquela de
interesse. Para tanto sdo feitas identificagdes individuais nas palhetas que por
sua vez sao colocadas em globetes ou cassetes plasticos ou ainda em raques
de aluminio e, por fim, armazenadas nas canecas (ou “canisters”) dentro dos
botijoes criobioldgicos (Ohta et al., 1997; Carolsfeld et al., 2003b; Billard et
al., 2004).

A adicao da solucdo crioprotetora ao sémen pode ser feita suavemente
nos proprios tubos graduados utilizados para a sua coleta, sendo que a
homogeneizacdo e envase é facilitada utilizando-se tubos de ensaio de 15
mL. O envase pode ser realizado logo apds a diluicdo a temperatura ambiente
ou apos a refrigeracao. O sémen geralmente é refrigerado até a temperatura
de 59C em gelo ou geladeira e em seguida congelado posicionando-se as
palhetas em rampas horizontais e expondo-as inicialmente ao vapor e
posteriormente a imersdao direta no nitrogénio liquido para posterior
armazenamento. Atualmente tem sido utilizada, com muito sucesso em
varias espécies, a automatizacao do processo de refrigeracdo e congelacdo ou
congelamento com grandes vantagens na uniformizacdao e controle de
qualidade do sémen criopreservado. Na automatizacdo, apods a diluicao e
envase em temperatura ambiente, o sémen é colocado em maquinas com
curvas de resfriamento e congelacdo previamente programadas. Muitas
dessas etapas podem ser eliminadas ou simplificadas quando for utilizado o
“dry shipper” para algumas espécies, introduzindo-se as palhetas
diretamente nos botijoes apds breve refrigeracao e envase do sémen diluido.
Na vitrificacdo, técnica ainda em fase de desenvolvimento e expansao na
tecnologia de sémen é utilizada altas taxas de resfriamento e aquecimento,
fundamentalmente removendo-se anteriormente o maximo possivel de agua
das células através da adicao de elevadas concentracdes de crioprotetores o
gue induz a solidificacdo das células e previne a formacao de cristais de gelo
intra e extracelulares. De qualquer forma, o procedimento para
criopreservacao de sémen deve ser padronizado previamente para cada
espécie de peixe para definicdo da taxa de resfriamento mais adequada (Ohta
& Izawa, 1996; Carolsfeld et al., 2003b).
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Figura 2. Ilustragdao do roteiro utilizado durante a coleta, processamento,
congelamento e descongelamento de sémen de peixes até o momento da
fertilizacdo dos 6vulos. (A) Inducdo hormonal da espermiacao. (B-C) Coleta do
sémen dos machos em frascos limpos e secos por meio de suave massagem
abdominal. (D) Manutencdo do sémen sob refrigeracdao (4-6°C) até o
processamento das amostras para o congelamento. (E) Verificagdo da qualidade
do sémen ao microscopio. A diluicdo do sémen em solucdes crioprotetoras é
feita em seguida. (F) Palhetas para acondicionamento do sémen diluido durante
procedimentos de criopreservacao. Congelamento do sémen no vapor de
nitrogénio liquido utilizando botijoes tipo “dry shypper” (G), caixa de isopor (H)
ou ainda em maquinas automatizadas especificas para congelamento de sémen
(I), onde se pode programar a velocidade de congelamento. (3J)
Armazenamento das amostras de sémen congelado em botijoes com nitrogénio
liguido. (L) Banho-Maria utilizado para o descongelamento da amostra de
sémen vinda do botijao criobioldgico por ocasidao da fertilizagdo. (M) Adicdo de
sémen descongelado em O&vulos para posterior fertilizacdo com a adicdo da
solugdo ativadora da motilidade espermatica.

Da mesma forma é importante também a determinacdo da taxa de
descongelamento para uso do sémen apdés o periodo de armazenamento em
nitrogénio liquido. As palhetas normalmente sdo descongeladas por imersao
em agua no banho-maria. O sémen congelado, ao ser retirado do botijao de
nitrogénio liquido, deve ser imerso na agua quente (45-60°C) por poucos
segundos (3-8) para que descongele uniformemente. Com macropalhetas ou
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criotubos maiores, por exemplo, este processo se torna mais dificil porque o
descongelamento ndo é uniforme, ou seja, a superficie descongela mais
rapido que a porcao central.

O procedimento de fertilizacdo de ovos que se segue apds o
descongelamento do sémen deve ser bem organizado para que o sémen
descongelado seja rapidamente misturado aos ovdcitos e os espermatozdides
ativados pela adicdo de agua ou solucdao ativadora (Billard et al., 2004;
Suquet et al., 2000). O procedimento de fertilizacdo nao deve ser demorado,
pois a qualidade dos ovécitos diminui rapidamente apds a desova. Em
Salminus brasiliensis, por exemplo, as taxas de eclosdo diminuiram de 80%
para 5% em apenas 30 minutos apds a desova, quando os ovos sdao mantidos
em temperatura ambiente (24 a 26°C) (Viveiros & Godinho, 2009).

Perspectivas futuras

No Brasil, ha razdoes que apontam para um futuro onde sera possivel o
emprego de sémen criopreservado de peixes em atividades de rotina dos
laboratoérios de producao de alevinos. Os procedimentos de reproducdao de
nossas espécies reofilicas como o surubim, o matrinxa, o tambaqui, além de
muitas outras, estao fundamentados na retiradas dos gametas, fertilizacao
artificial e incubacao dentro de estruturas que permitem alto grau de
controle, diferentemente do que ocorre na industria norte americana do
bagre do canal, onde ndo ha manipulacdo dos gametas separadamente, nem
mesmo a fertilizacao artificial. No Brasil, os produtores de alevinos estdo
acostumados com uma rotina de laboratério onde os procedimentos lembram
a inseminacado artificial em bovinos, guardadas as devidas proporgoes. Essa
analogia nos permite predizer que a utilizagdo de sémen criopreservado nos
laboratorios de reproducao de peixes no Brasil estd muito mais préoxima do
gue o observado nos Estados Unidos e nos demais paises onde a piscicultura
encontra-se em estdgio de desenvolvimento mais avancado. Esta
comparagdo é possivel, pois estes paises utilizam, em muitos casos, espécies
gue ndo tem a fertilizacao artificial como pratica de rotina de producao.

Um outro ponto importante que contribui para a incorporacdo da
técnica de criopreservacdo de sémen pela cadeia produtiva da piscicultura, é
o fato da criacdo comercial de peixes ser relativamente nova em nosso Pais,
tornando-se mais facil a absorcao de novas tecnologias por parte do setor
produtivo, quando comparado as cadeias produtivas mais consolidadas e
tradicionais.

Um dos entraves para a comercializacdo de sémen de peixes nativos no
Brasil é a necessidade de determinacdo de protocolos eficazes de
manipulacdo e processamento desse material, o que exige conhecimento
aprofundado das consideracdes feitas neste trabalho. Para melhorar o
processo de desenvolvimento desses protocolos, maior énfase deve ser dada
na padronizacao das etapas e parametros que seguem: coleta e diluicao do
sémen, determinacdao dos diluentes e crioprotetores, tempo de equilibrio,
taxas de resfriamento e descongelamento e proporcao espermatozdides: ovo
nos testes de fertilizacdo (Mongkonpunya et al., 2000). A replicacdo de
protocolos de criopreservacao de sémen de espécies nativas disponiveis na
literatura ndao € uma tarefa facil. Dados sobre a viabilidade pos-
descongelamento sdo altamente heterogéneos mesmo comparando-se
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estudos realizados dentro de uma mesma espécie como os demonstrados na
Figura 3 (Bedore, 1999; Carolsfeld et al., 2003b; Streit Junior et al., 2006)
nos quais os autores congelaram amostras de sémen com a mesma solucao
crioprotetora, mas mesmo assim obtiveram resultados bastante divergentes,
comprovando a necessidade de padronizacao da metodologia.

100 1 - Solugao crioprotetora: Glicose, Gema de ovo, DMSO
- Congelador: Botijao “dry shypper”’

Motilidade espermatica (%)

Bedore, 1999 Streit Jr et al., 2006 Bedore, 1999 Carolsfeld etal., 2003

Pacu (Piaractus mesopotamicus) Piracanjuba (Brycon orbignyanus)

Espécies estudadas e seus repsectivos pesquisadores

Figura 3. Variacdo na motilidade espermatica pods-descongelamento no
sémen de duas espécies nativas brasileiras, em diferentes estudos.

Muitas sdo as perguntas que tem que ser respondidas, entre elas,
como congelar a célula espermatica de uma espécie brasileira conhecendo-se
muito pouco sobre sua biologia? E necessario adquirirmos conhecimento
sobre a biologia e fisiologia espermatica basica e também conhecermos as
caracteristicas seminais ao longo do periodo reprodutivo para ndo realizarmos
experimentagdes baseadas em tentativa e erro ou utilizarmos resultados de
outras espécies. A variacdo sazonal da atividade espermatogénica provoca
variacdes na quantidade e qualidade dos espermatozédides, assim como, a
variacdo entre individuos provoca diferencas na fisiologia e composicdo
bioquimica do sémen (Fickel et al., 2007). Mudancas na qualidade

59



Maria et al. Criopreservacdo de sémen de peixes no contexto...

espermatica em relagcdo ao periodo de coleta tém sido relatadas nao s6 em
algumas espécies de peixes (Rana, 1995; Rouxel et al., 2008), mas também
em mamiferos (Holt et al., 2005; Blottner et al., 2006) e anfibios (Cabada,
1975).

Outro entrave atual no avango das acoes voltadas a comercializacao de
sémen de peixes no Brasil é a necessidade de se trabalhar com um produto
diferenciado com elevado valor agregado. O mercado demanda animais com
desempenho zootécnico superior e melhor adaptados ao ambiente do
cativeiro. Assim, torna-se imperativa a necessidade de linhagens de animais
produzidos por programas de melhoramento genético para justificar o
estabelecimento da comercializacdo de sémen de peixes em nosso pais. No
final de 2008 foi iniciada a primeira acdao voltada ao estabelecimento de um
programa de melhoramento genético em nivel nacional para o tambaqui que,
em breve estard atendendo outras espécies nativas de interesse comercial
com o surubim. O programa conta com muitas instituicdes de pesquisa e
ensino, como também a participacdo da iniciativa privada, e tem como
horizonte a geragao das primeiras linhagens de animais melhorados
disponiveis aos produtores em 5-6 anos. A importancia das técnicas de
criopreservacao de sémen de peixes é notdéria para o bom andamento do
programa de melhoramento genético por facilitar e reduzir os custos nas
transferéncias de material genético necessarias entre os locais onde suas
atividades sdo desenvolvidas. Porém, a padronizacdao e refinamento das
técnicas de criopreservacao serdao fundamentais quando o sémen de animais
melhorados geneticamente estiver disponivel para o agronegdcio da
piscicultura. Com o devido planejamento, as instituicbes de pesquisa
nacionais podem, em alguns anos, estar prontas para fornecer ao setor
produtivo a tecnologia necessaria para estimular o surgimento de um novo
segmento do agronegdcio da piscicultura nacional representado por empresas
privadas voltadas a comercializacdo de sémen de peixes de alto desempenho
zootécnico.
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