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Resfriamento e criopreservacao em invertebrados aquaticos: aspectos relevantes
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Resumo

A biotecnologia que envolve as técnicas de resfriamento e criopreservacao pode permitir a conservagao
de material genético e ser utilizada para preservagdo de desovas de animais ameacados de extin¢do. No entanto,
o sucesso da aplicagdo dessas técnicas abrange o entendimento da acdo de diluidores, fluxo ¢ influxo de agentes
crioprotetores, toxicidade, curvas de resfriamento, além dos processos de congelamento e descongelamento.
Também ¢ importante levar em consideragdo que a influéncia de todos esses fatores varia dentre as diversas
espécies de animais. Assim, este artigo sistematiza os recentes avangos no resfriamento e na criopreservagdo de
invertebrados aquaticos de interesse comercial.
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Abstract

Biotechnology involving cooling and cryopreservation techniques can allow the preservation of genetic
material and be used to preserve spawning of endangered animals. However the application of these techniques
successfully includes understanding extenders action, flux and influx of cryoprotectants agents as well as their
toxicity, cooling, plus the process of freezing/thawing until reaching the freezing itself, considering that the
influence of all these factors varies among the various species of animals. Thus, this article systematizes recent
advances in cooling and cryopreservation of aquatic invertebrates commercially interesting.
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Introducao

O armazenamento criogénico de embrides e gametas de mamiferos ¢ amplamente difundido e alvo de
diversas pesquisas (Moussa et al., 2014), porém na aquicultura ainda ¢ incipiente quando comparado ao de
outros animais de interesse zootécnico (Vuthiphandchai et al., 2007).

Para invertebrados aquaticos, a biotecnologia envolvida na técnica de resfriamento ¢ uma alternativa
para o armazenamento de material bioldgico, assegurando a producdo comercial e a preservagdo dos estoques
naturais das espécies voltadas para o cultivo (Newton e Subramoniam, 1996).

Considerando a importancia de diversos grupos de invertebrados aquaticos para a pesca artesanal e para
o cultivo comercial, este artigo apresenta os recentes avangos no resfriamento e na criopreservagdo de gametas e
embrides de interesse comercial.

Diluidores e crioprotetores

Na aplicagdo das técnicas de resfriamento e criopreservagdo, utilizam-se diluidores, que sdo solugdes de
sais ou de carboidratos as quais ajudam a manter as células vidveis durante o processo e tém por principais
caracteristicas a isotonia, a estabilidade, a esterilidade e o carreador de agentes criprotetores (Legendre e Billard,
1980).

Em animais aquaticos, todas as moléculas crioprotetoras podem ser diluidas em agua do mar (Gwo ¢
Lin, 1998; Liu e Li, 2008; Tsai e Lin, 2009; Paredes et al., 2015) ou em agua doce (Ferreira et al., 2015), ou
frequentemente em meios diluidores com composi¢cdes que podem variar de acordo com a espécie (Morales-
Ueno et al., 2013).

O resfriamento e a criopreservacdo de gametas e embrides ¢ uma alternativa viavel, pois pode tornar a
aquicultura independente do periodo reprodutivo natural, auxiliar nos processos de conservacao das populagdes
aquaticas, no transporte de embrides e nos programas de melhoramento genético (Ahammad et al., 2003).

Nimrat et al. (2005) utilizaram 6leo mineral, solugdo de Ringer, tampao fosfato e cloridrato de
$0di00,85%, como diluente na preservacdo de espermatdforo de Penaeus monodon; entre estes, o Oleo
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mineral mostrou-se como o mais eficiente. Ja para Saccostrea glomerata, Liu e Li (2008) utilizaram agua do mar
como diluente no preparo de solugdes estoques de dimetilsulfoxido 10% e propilenoglicol 10% na
criopreservacdo das larvas. A agua do mar foi utilizada, também, como diluente por Tsai e Lin (2009) para
criopreservacdo de embrides de Stenopus hispidus ¢ por Paredes et al. (2015) para embrides de Paracetrotus
lividus.

No geral, o congelamento e o descongelamento levam a um rearranjo da estrutura da membrana
bioldgica, interferindo na funcionalidade das estruturas, seja do embrido, do odcito, seja do espermatdforo. A
principal alteracdo ocorre na permeabilidade seletiva e na difusdo lateral de proteinas na membrana. Outro fator
que deve ser considerado ¢ o tipo de agente crioprotetor (ACP), pois, além da permeabilidade, devem-se
considerar os limites de tolerdncia osmotica e a condutividade hidraulica. Ainda, todos esses aspectos podem
variar de acordo com a espécie utilizada (Fahy et al., 1987).

Quando se trata da reprodugdo de machos de invertebrados, existe uma grande diversidade na morfologia
dos espermatozoides, relacionada as adaptacdes e as condigdes de fertilizagdo, gerando, assim, diferentes formas de
coleta e analise para estudos de toxicidade, resfriamento e criopreservagdo (Montanari, 2013).

Gwo e Lin (1998) analisaram diferentes ACP quanto a toxicidade, a capacidade relativa de protegdo
contra injurias, bem como varios métodos de congelamento de embrides, nauplios e zoea de P. japonicus. Entre
os ACP avaliados (glicerol, etilenoglicol - EG, polietileno glicol 300, alcool metilico - AM e dimetilsufoxido -
DMSO), o AM foi o mais efetivo contra os efeitos do resfriamento. Newton e Subramoniam (1996) utilizaram o
EG ¢ obtiveram sucesso na criopreservagdo dos embrides e das larvas de P. indicus. Bhavanishankar e
Subramoniam (1997), ao trabalharem com espermatozoides de Scylla serrata, utilizaram AM, DMSO, EG e
glicerol na criopreservagdo, em que AM mostrou-se o crioprotetor menos toxico, porém ndo garantiu prote¢ao
efetiva contra as injlrias, pois o nicleo e a regido acrossomal apresentaram danos proeminentes ¢ perda da
integridade morfologica.

Resfriamento e criopreservaciao

Na reprodugdo animal, as técnicas de resfriamento e¢ de criopreservagdo sdo bastante utilizadas
(Akarasanon et al., 2004; Nimrat et al., 2006; Kang et al., 2009; Yang et al., 2013), pois permitem a preservacao
de germoplasma paterno, materno e de linhagens reprodutivas ameacadas de extin¢do. Servem também para
facilitar o transporte de embrides e os programas de melhoramento genético (Diwan et al., 2010).

Os moluscos sdo organismos gonocdricos, com alguns casos de hermafroditismo em grupos diferentes,
como em Crassostrea, que, embora apresente sexos separados, sdo hermafroditas sequenciais (Galtsoff, 1964).
Nesses animais, a gonada masculina, quando madura, invade toda a cavidade do manto, e os gametas sdo
liberados na cavidade do paleal. O espermatozoide é do tipo primitivo, com trés partes distintas: cabega, cauda e
peca intermédia. Em C. gigas ¢ Mytilus galloprovincialis, ocorrem varia¢cdes morfoldgicas especificas, que estio
relacionadas com as caracteristicas dos oocitos a serem fertilizados. Em C. gigas, a cabega do espermatozoide é
arredondada, e entre o acrossomo e o nucleo se destaca a regido subacrossdmica, com componentes de actina
fibrilar. O espermatozoide de M. galloprovincialis, por sua vez, é mais alargado, e o sistema fibrilar da regido
subacrossomica forma um canal intranuclear. O acrossomo ¢ notavel por seu comprimento (Bozzo et al., 2008).

O resfriamento de células cultivadas e obtidas de tecidos somaticos de bivalves e de gastropodes,
permite a preservagdo de 75-80% de células vidveis. Nesses animais, o crioprotetor de melhor resultado para
tecidos somaticos foi o glicerol, embora a combinagdo de DMSO, glicerol e etilenoglicol (4% de cada) tenha
sido relatada como eficiente para preservagdo de células vesiculares de C. gigas (Poncet et al., 2002; Hanquet-
Dufour et al., 2006).

Paniagua-Chavez ¢ Tierch (2001) testaram a melhor técnica de criopreservagdo de esperma e larva de
C. virginica. As amostras de gonadas foram obtidas com tubo capilar e analisadas em microscopio,
identificando-se 0 sexo com base na presenga de ovos ou esperma. Apds duas semanas de criopreservacdo, os
melhores resultados foram o propilenoglicol a 10 ou 15%. Zell et al. (1979) obtiveram uma taxa de fertilizagdo
acima de 90%, usando espermatozoides pods-criopreservados por 68 dias em solu¢do concentrada de Hank,
contendo 8% de DMSO. Adams et al. (2004), para estabelecerem um protocolo comercial de producdo de ova de
C. gigas, coletaram o material gonatico, analisaram em microscopio e determinaram o sexo por meio da
utilizacdo da trealose, conseguindo melhorar as taxas de fertilizagdo para 80%.

Dentre os camardes destacam-se os estudos realizados com M. rosenbergii (Akarasanon et al., 2004),
Litopenaeus vannamei (Nimrat et al., 2006), L. schmitti (Castelo-Branco, 2010; Bambozi et al., 2014) e P.
monodon (Nimrat et al., 2005; Vuthiphandchai et al., 2007). Além dessas espécies, estudos com caranguejo da
espécie S. serrata (Guan et al., 2002) também vém sendo realizados.

Dos ACP utilizados em espermatoforos de camardes, DMSO e o glicerol sdo os mais utilizados (Lezcano
et al., 2004; Vuthiphandchai et al., 2007; Bambozzi et al., 2014). Em alguns casos, o glicerol foi indicado na
concentragdo de 10% para preservagdo da massa espermatica e de espermatdforos (Bambozzi et al., 2014).

Quanto a morfologia de espermatozoide de camardes, em trabalhos pioneiros realizados por meio de
microscopia Optica, varias espécies foram analisadas: P. japonicus (Hudinaga, 1942), P. indicus
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(Subrahamanyam, 1965) e P. monodon (Motoh, 1981). O espermatozoide é basicamente composto por uma
cabeca e uma cauda curta, embora, para algumas espécies, como P. astecus (Clark et al., 1973) e M. amazonicum
(Silva, 2006), a cabeca seja esférica e possua uma espicula imével que auxilia na fecundag@o.

Em fertilizag@o in vitro, Clark et al. (1973) utilizaram gametas masculinos e femininos, obtidos por
meio de dissec¢do, para producdo de larvas de P. aztecus. Essa mesma técnica foi aplicada em M. rosenbergii e
M. acanthurus (Sandifer e Smith, 1979). Ja a técnica de eletroejaculagdo tornou-se mais difundida, sendo
utilizada pela primeira vez em M. rosenbergii (Sandifer e Lynn, 1980). No entanto, o método mais usual, devido
a sua simplicidade, ¢ a extrusdo manual (Nimrat et al., 2006; Vuthiphandchai et al., 2007; Nakayama et al.,
2008)

Akarasanon et al. (2004) obtiveram espermatoéforos de M. rosenbergii por meio de eletroejaculacdo e
realizaram criopreservagdo, verificando que, para 10 dias a -20°C, pode-se utilizar o glicerol a 10 ou a 20% ou
etilenoglicol a 20%. Mas, para criopreservagao por 150 dias a -196°C, os autores recomendam etilenoglicol a 20%.

Salazar et al. (2008) destacaram que um dos principais problemas com a criopreservacdo de
invertebrados ¢é avaliar a integridade e sobrevivéncia espermatica apds o processo. Em peneideos, o
espermatozoide ndo possui motilidade, sendo um empecilho para a determinagdo da sobrevivéncia. Nimrat et al.
(2008) citam que essa avaliagdo pode ser realizada por meio de microscopia Optica, métodos colorimétricos,
avaliacdo da membrana espermatica via SYBR 14/iodeto de propideo e citometria de fluxo (Adams et al., 2003;
Lezcano et al., 2004; Paniagua-Chavez et al., 2000).

Alvo de diversas pesquisas, a criopreservacdo de s€men, a de ovos e a de embrides de ostras foram
realizadas por Paniagua-Chavez et al. (1998), Choi e Chang (2003) e Suquet et al. (2014) com as espécies C.
virginica, Pinctada fucata martensii e C. gigas, respectivamente. Destaca-se, ainda, a pesquisa realizada por
Wang et al. (2011), na qual foram avaliados os efeitos de trés crioprotetores, DMSO 5%, EG 10% e
propilenoglicol 15%, combinados com trealose 0,2 M, na criopreservagdo de larvas de mexilhdo M.
galloprovincialis, cujas larvas foram cultivadas até 30h apds fertilizagdo a 21°C e criopreservadas, obtendo-se,
por meio da utilizacdo de DMSO 5%, uma taxa de sobrevivéncia larval de 55,3%. Embora avangos venham
sendo alcancados, a aplicagdo das técnicas de criopreservacdo ainda é limitada para ovos de ostras.

A fase de desenvolvimento embriondrio e o estadio larval t€ém influéncia no sucesso do resfriamento e
da criopreservagdo. Tsai e Lin (2009), em trabalho de toxicidade com o camardo Stenopus hispidus, verificaram
que o aumento da complexidade estrutural e a consequente diminuicdo da permeabilidade aos crioprotetores
tornam o estadio embrionario de pré-eclosdo mais tolerante a toxicidade do que os estadios de formagdo do olho
e de batimento cardiaco. Ja Liu e Li (2008) verificaram que, independentemente do uso de DMSO 10% ou
propilenoglicol 10%, a sobrevivéncia de larvas de S. glomerata poés-criopreservagdo aumentou junto com o
estadio larval nas primeiras 24h.

Congelacgio e descongelacio

Diversos detalhes sdo importantes para o sucesso no armazenamento de gametas e embrides por longos
periodos, pois para cada espécie utilizada existe variacdo na incorporagdo da solugdo crioprotetora adequada para
eliminar as injurias decorrentes do choque térmico ¢ das velocidades de congelamento e descongelamento; o
congelamento, ou ainda o descongelamento propriamente dito para finalmente ocorrer a utilizacdo do material
biologico (Carneiro, 2007). O fato de haver diversas etapas para o processamento de gametas ou de embrides
para resfriamento ou criopreservagdo torna a aplicagdo dessas técnicas susceptivel a pequenos erros, que podem
acarretar a inviabilizagdo do material bioldgico (Tiersch e Green, 2011).

A velocidade de congelagdo e de descongelagdo e os métodos de criopreservagdo tém grande influéncia
sobre a sobrevivéncia do material bioldgico. Chow et al. (1985) testaram diferentes tempos de exposi¢ao (zero,
cinco ¢ 10 minutos), utilizando vapor de nitrogénio liquido para pré-congelagdo de espermatdforos de M.
rosenbergii. Essa etapa proporcionou sucesso na fertilizagdo, diferentemente do grupo imerso diretamente no
nitrogénio liquido.

Jeyalactumie e Subramoniam (1989), ao trabalharem com o caranguejo Scylla serrata, obtiveram
resultados similares aos de Chow et al. (1985). Inicialmente as massas espermaticas foram mantidas em
temperatura de equilibrio, a 4°C, por 16h, e divididas em trés grupos. Nos dois primeiros, o material foi exposto
a vapor de nitrogénio liquido e a CO, gasoso por uma hora e acondicionado em nitrogénio liquido (-196°C) e em
gelo seco (-79°C), respectivamente. No terceiro grupo, a manutencdo foi realizada em freezer a -4°C. Apos 30
dias, os melhores resultados de sobrevivéncia espermatica foram observados no primeiro e no segundo grupo, os
quais foram resfriados lentamente e, entdo, criopreservados.

Akarasanon et al. (2004) obtiveram melhores resultados para a sobrevivéncia espermatica de M.
rosenbergii utilizando a criopreservagdo lenta com resfriamento até -70°C, em uma velocidade de 1,5-2,5°C min’
'. Os espermat6foros foram expostos ao vapor de nitrogénio liquido por dois minutos e, entdio, armazenados em
botijdo criogénico com nitrogénio liquido, alcangando a temperatura final de -196°C. Salazar et al. (2008)
utilizaram um equipamento programavel para congelagcdo de sémen e de embrides durante o processo de
criopreservacdo da massa espermatica do camardo L. vannamei, em uma velocidade de resfriamento de -0,5°C

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.39, n.3, p.335-340, jul./set. 2015. Disponivel em www.cbra.org.br 337



Y

Ferreira et al. Resfriamento e criopreservagdo em invertebrados aquaticos: aspectos relevantes.

min” até a temperatura de -32°C para poder transferir o material biologico para o nitrogénio liquido na
temperatura final de -196°C.

Conclusao

Existe necessidade de entendimento da acdo de agentes crioprotetores sobre embrides, ovos, gametas ou
larvas. O principal obstaculo para aplicagdo com sucesso dessas técnicas estd na alta sensibilidade do material
biologico, que depende do estabelecimento de um protocolo especifico para cada espécie. Para espécies de
invertebrados aquaticos, as tecnologias de resfriamento e de criopreservagdo s@o incipientes. As pesquisas
podem se beneficiar desta revisdo bibliografica para adaptarem protocolos e, assim, avancarem e consolidarem a
técnica para esses animais.
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