DOI: 10.21451/1809-3000.RBRA2025.011

Dy

» Anais do XXVI Congresso Brasileiro de Reprodugdo Animal
Curitiba, PR, 07 a 09 de maio de 2025.

Avancos na conservacao de sémen de peixes brasileiros: novas

abordagens e tecnologias
Advances in the conservation of brazilian fish semen: new approaches and technologies

Carminda Sandra Brito Salmito-Vanderley', Jodo Eudes Farias Cavalcante-Filho!, Jessica Sales
Lobato!, Renata Vieira do Nascimento!

"Universidade Estadual do Cear4, Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Veterinarias, Fortaleza, Ceard, Brasil
Resumo

Nos ultimos anos, a piscicultura no Brasil tem se expandido significativamente, com destaque para
a produgdo de tilapias, posicionando o pais como o quarto maior produtor mundial. A criacao de espécies
nativas também avangou, mas sua reproducdo natural ¢ influenciada pela piracema, tornando necessaria a
indu¢@o hormonal em cativeiro. O extrato hipofisario de carpa (EHC) é amplamente utilizado, porém
analogos sintéticos de GnRH vém demonstrando bons resultados. A manipulacdo dos gametas permite a
obtengdo de larvas e a preservagdo genética, exigindo técnicas de conservagdo como resfriamento,
congelagdo e vitrificagdo para manter a viabilidade espermatica. A criopreservagdo, que utiliza nitrogénio
liquido (-196°C), ¢ essencial para a conservacgdo genética e requer diluentes como glicose e crioprotetores
como DMSO. J4 a vitrificagdo ¢ um método rapido que necessita de altas concentragdes de crioprotetores,
enquanto o resfriamento ¢ uma alternativa simples e de baixo custo. Além disso, diluidores, crioprotetores
e antioxidantes sdo empregados para minimizar danos celulares. Esta revisao aborda os avangos nas
técnicas de conservacdo seminal de peixes brasileiros, destacando os principais métodos, estratégias de
suplementagdo e perspectivas para otimizagao das técnicas existentes.
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Abstract

In recent years, aquaculture in Brazil has significantly expanded, with a particular emphasis on
tilapia production, positioning the country as the fourth-largest producer worldwide. The farming of native
species has also progressed; however, their natural reproduction is influenced by piracema, making
hormonal induction in captivity necessary. Carp pituitary extract (EHC) is widely used, but synthetic GnRH
analogs have shown promising results. Gamete manipulation enables larvae production and genetic
preservation, requiring conservation techniques such as cooling, cryopreservation, and vitrification to
maintain sperm viability. Cryopreservation, which involves liquid nitrogen (-196°C), is essential for genetic
conservation and requires diluents such as glucose and cryoprotectants like DMSO. Meanwhile,
vitrification is a rapid method that demands high concentrations of cryoprotectants, whereas cooling serves
as a simple and low-cost alternative. Additionally, diluents, cryoprotectants, and antioxidants are used to
reduce cellular damage. This review explores advances in fish semen conservation techniques in Brazil,
highlighting the main conservation methods, supplementation strategies, and prospects for optimizing
existing techniques.
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Introducao

Nos ultimos anos, a criacdo de peixes tem crescido significativamente em diversas regides do
Brasil (Peixe BR, 2023). O pais ocupa, atualmente, a quarta posi¢do no ranking mundial de producdo de
tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), uma espécie exdtica amplamente cultivada devido a sua rapida
taxa de crescimento, rusticidade e alta aceitacdo no mercado consumidor (KHAW; PONZONI; DANTING,
2008). Além disso, no Brasil, a piscicultura de espécies nativas também apresentou crescimento expressivo
em 2022, consolidando-se como um setor em expansdo em relagdo aos anos anteriores (Peixe BR, 2023).

A reproducdo natural das espécies nativas ¢ influenciada pela piracema, que ¢ um periodo no qual
0s peixes migram para os ambientes de reproducdo (VENTUERI e BERNARDINO, 1999). Contudo, em
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cativeiro, os peixes nativos ndo se reproduzem naturalmente e precisam ser induzidos a reprodugdo
(ZANIBONI-FILHO ¢ WEINGARTNER, 2007). Um indutor amplamente utilizado ¢ o extrato hipofisario
de carpa (EHC) e que apresenta resultados satisfatorios para espécies nativas, como Colossoma macropomum
e Prochilodus brevis (ALMEIDA-MONTEIRO et al., 2020; PEREIRA et al., 2020; NASCIMENTO et al.,
2021). Outros indutores vém sendo testados e apresentaram resultados promissores para P. brevis e outras
espécies, como analogos do GnRH (KONZEN-FREITAS et al, 2020; VIEIRA et al.,2023).

A indugdo hormonal possibilita a manipulagdo dos gametas, viabilizando a obtengao de larvas. No
entanto, em fazendas de piscicultura, pode haver interesse na troca de material genético ou preservagio de
reprodutores, sendo a manipulacdo dos gametas uma alternativa (GODINHO, 2007). Dessa forma, técnicas
de criopreservagdo (resfriamento, congelagdo e vitrificagdo) podem ser empregadas para prolongar a
viabilidade espermatica e garantir sua utilizagdo (NASCIMENTO et al., 2017; ALMEIDA-MONTEIRO et
al., 2020; PEREIRA et al.,, 2020; NASCIMENTO et al., 2021; SALES et al., 2023). Contudo, os
espermatozoides sdo sensiveis ao ambiente externo, sendo necessaria a utilizagdo de um diluidor, que vai
manter a viabilidade celular e possibilitar sua utilizagdo em um momento oportuno (SALMITO-
VANDERLEY et al., 2012).

Diante da crescente demanda por técnicas eficientes de conservagio seminal, a utilizagdo de meios
de conservagdo alternativos vem sendo desenvolvidos com a finalidade de reduzir os dados celulares
causados pelas baixas temperaturas (SALMITO-VANDERLEY et al., 2012). Dentre os métodos ja
utilizados, destacam-se o resfriamento, a congelagdo e a vitrificagdo, sendo amplamente aplicados para
espécies como C. macropomum, P. brevis ¢ Piaractus mesopotamicus (CONTRERAS et al., 2020;
SHAZADA etal., 2023; SUQUET et al., 1999). Para aprimorar esses processos, diferentes meios diluidores
tém sido testados, incluindo solugdes a base de glicose 5%, ACP-104 e Beltsville Thawing Solution (BTS),
cada um com diferentes niveis de eficacia dependendo da espécie e do método empregado (MEDINA,
2008; TEODOZIA et al., 2020; VARELA-JR et al., 2015).

Além disso, € possivel suplementar o meio de conservagao e melhorar a viabilidade e manutengao
das células espermaticas, podendo serem utilizadas substancias de carater antioxidante ou protetores de
membrana plasmatica (SALMITO-VANDERLEY; ALMEIDA-MONTEIRO; NASCIMENTO, 2016).
Entre os antioxidantes ja testados, destacam-se a taurina, a cisteina ¢ a melatonina, que demonstraram
potencial para reduzir os danos causados pelo estresse oxidativo e melhorar a motilidade espermatica em
espécies como C. macropomum ¢ P. brevis (CABRITA et al., 2011; MARTINEZ-PARAMO et al., 2013;
TORRES et al., 2022). Além disso, os polissacarideos sulfatados (PS) extraidos de macroalgas, como
Soliera filifomis e Gracilaria domingensis, tm se mostrado promissores na manutencao da integridade
estrutural e na melhora dos parametros espermaticos (PEREIRA et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2022).

Diante desse cenario, este artigo de revisdo tem como objetivo analisar os avangos nas técnicas de
conservacdo seminal de peixes brasileiros, destacando os principais meios de conservacao, as estratégias
de suplementacdo e as perspectivas para otimizagdo das técnicas existentes, visando contribuir para o
aprimoramento das biotecnologias reprodutivas.

Biologia reprodutiva

A respeito da reproducdo dos peixes brasileiros, uma parte dessas espécies realiza migragdo com
a finalidade de se reproduzir, evento conhecido como piracema. Esse processo se caracteriza pela migragéo
dos animais por varios quilometros até chegarem as cabeceiras dos rios, que ¢ o local de desova (GURGEL;
VERANI; CHELLAPA, 2012). Assim como em outros grupos animais, a maturacao das células gaméticas
em peixes € regulada pelo eixo hipotdlamo-hipofise-gdnada. Fatores externos, como ambientais e quimicos,
ativam o hipotalamo, que, por sua vez, secreta hormonios liberadores de gonadotrofinas (GnRH). Esses
hormonios estimulam a hipo6fise a produzir e liberar gonadotrofinas (GtH), que atuam diretamente sobre as
gonadas, promovendo a producdo, maturacdo e liberagdo dos gametas (ZANIBONI-FILHO e
WEINGARTNER, 2007).

Quando mantidos em cativeiro, os peixes migratorios ndo sdo capazes de maturar a goénada de
forma natural, fator que inibe a desova e a reprodug@o. Nas fémeas, o desenvolvimento final do ovdcito é
interrompido, pois a vitelogénese é cessada e, nos machos, o volume seminal ¢ muito pequeno, embora a
espermatogénese seja realizada completamente (GARCIA, 2012; ZOHAR e MYLONAS, 2001). Assim, ¢
imprescindivel o uso de hormonios indutores da desova, como: o extrato hipofisario de peixes e os andlogos
de hormonios liberadores de gonadotrofinas (GnRHs).

O extrato hipofisario de peixes € o indutor hormonal mais utilizado para a reprodugdo em cativeiro
(SEVIGNANI; BUZZACARO; FORTUNA, 2020). A obtengdo ocorre por meio da retirada da hipofise
(hipofisectomia) de peixes como tilapia, salmao, carpa e palometas, entre outras. Para que esse processo
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seja eficaz, ¢é essencial que os individuos estejam sexualmente maduros (BALDISSEROTO, 2018). Embora
as inducdes hormonais sejam amplamente utilizadas, traz consigo desvantagens como a falta de controle
da concentragao de outros horménios, como Prolactina (PRL), Hormdnio Estimulador da Tireoide (TSH),
Hormonio Adrenocorticotrofico (ACTH) e Hormoénio do Crescimento (GH). Além da falta de padronizagao
ocasionada pela falta de padronizacdo de hormoénios contidos na glandula, também ha possibilidade de
reacdo imunologica e transmissdo de doengas ao peixe receptor e falta de estimulos a outros hormoénios
reprodutivos (EVANS e CLAIBORNE, 2006; HOAR et al, 1983; MYLONAS; FOSTIER; ZANUY, 2010;
MYLONAS; DUNCAN; ASTURIANO, 2017).

No que se refere a utilizagdo de EHC, a resposta a aplicagdo varia conforme a espécie e as
condigdes fisiologicas dos reprodutores. Nas fémeas, a literatura indica duas aplica¢des para induzir a
ovulagdo com sucesso, enquanto nos machos, uma unica dose geralmente ¢ suficiente para estimular a
liberagdo do sémen (Woynarovich e Horvath, 1983). O protocolo utilizado envolve a administracdo de
hipofise na dosagem de 0,5 mg a 5,0 mg por quilograma de peso corporal. Contudo, ¢ importante destacar
que a sensibilidade ao hormdnio pode variar entre espécies, o que acaba por exigir que sejam desenvolvidos
protocolos de inducdo. Por exemplo, espécies de lambaris como Astyanax bimaculatus e Tetragonopterus
chalceus, responderam satisfatoriamente a uma tnica aplicagdo de EHC na dose de 6,0 mg/kg (SATO et
al., 2006). Por outro lado, fémeas de lambari (Deuterodon iguape) apresentaram maior taxa de desova
quando submetidas a duas aplicag¢des de extrato hipofisario de carpa (EHC) (Lopes; Silva; Henrique, 2014).
Para outras espécies reofilicas, como P. brevis, EHC ja se demonstrou eficaz com indugdo em duas doses
para fémeas e uma Unica dose para machos (NUNES et al., 2019).

Para driblar as desvantagens do EHC, novos indutores reprodutivos vém sendo testados, como
analogos sintéticos do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH). Esses hormonios atuam diretamente
no topo do eixo reprodutivo, especificamente sobre a hipofise, e sinteticamente pode ser acrescido de um
antagonista de dopamina, possibilitando maior sucesso reprodutivo (PETER; LIN; VAN DER KRAAK,
1988). O analogo de GnRH de salmao (GnRHs) associado & domperidona ¢ um indutor sintético eficiente
e de baixo custo, amplamente utilizado na reprodugdo de Characiformes, Cypriniformes e Siluriformes
(GONCALVES, 2013). Este indutor tem a dose padrdo de 0,5 mL/kg e ja foi testado para Prochilodus
lineatus, com machos respondendo a 0,25 mL/kg e fémeas a duas doses de 0,5 + 0,45 mL/kg (HILL et al.,
2009; GONCALVES, 2013).

Métodos de conservacio

A conservacao do s€émen de peixes ¢ uma ferramenta essencial para a reproducao assistida, sendo
amplamente utilizada em programas de aquicultura e conservacao da diversidade biologica. As técnicas de
armazenamento do sémen permitem sua utilizagdo em momentos oportunos, otimizando a gestdo
reprodutiva e preservando a diversidade genética (SALMITO-VANDERLEY et al., 2012). Os principais
métodos incluem o resfriamento, criopreservagao e vitrificacdo, cada um com caracteristicas e aplicagdes
especificas.

Para a maioria dos métodos de conservagdo seminal, ¢ necessario diluir o sémen em um meio
adequado, composto por um diluente ¢ por um crioprotetor, com a finalidade de manter a viabilidade
espermatica e prevenir crioinjurias (SALMITO-VANDERLEY etal., 2012). Os diluentes sdo solugdes ricas
em sais e/ou carboidratos, que aumentam o volume seminal, facilitando a distribui¢do em doses e
fornecendo energia aos espermatozoides. Para ser considerado adequado, um diluente deve ter as seguintes
caracteristicas: isotonicidade, para que n2o haja ativacdo 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, ou seja, ndo devem vincular microrganismos potencialmente nocivos as células espermaticas;
e, finalmente, servir de carreador de crioprotetores (LEGENDRE e BILLARD, 1980). Um dos diluentes
mais utilizados na conservacdo seminal ¢ a glicose, devido a sua capacidade de fornecer energia e atuar
como estabilizador osmotico (ALMEIDA-MONTEIRO et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2021).

Os crioprotetores sdo substancias essenciais para proteger as células espermaticas contra os efeitos
deletérios da congelacdo, reduzindo os danos causados pela formacdo de cristais de gelo e pelo estresse
osmotico (BATISTA et al., 2006). Esses podem ser classificados como intracelulares (permeaveis) ou
extracelulares (impermeaveis). Os crioprotetores intracelulares atravessam a membrana celular e evitam a
formagdo de cristais de gelo intracelulares, desidratando a célula e reduzindo seu ponto crioscépico. Os
extracelulares protegem a célula externamente, estabilizando a membrana e reduzindo os efeitos do
congelamento (WATSON, 1995). Entre os crioprotetores mais utilizados na congela¢ido do sémen de peixes
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podem ser citados os crioprotetores internos como o dimetilsulfoxido (DMSO), glicerol, metanol e
etilenoglicol, normalmente em concentragdes de 5% a 15% (VIVEIROS e GODINHO, 2009).

A necessidade de utilizar diluentes e crioprotetores varia conforme o método de conservagao
empregado. O resfriamento seminal pode ser realizado com ou sem o uso de diluentes, mas a literatura
recomenda sua utilizagdo devido ao aumento do volume seminal e a melhor nutricdo das células
espermaticas (CAROLSFELD e HARVEY, 1999). O uso de crioprotetores ndo ¢ necessario nesse método,
uma vez que este ndo é recomendado a exposi¢do prolongada dos espermatozoides nessa solucao devido a
sua alta toxicidade (OLIVEIRA, 2012). Por outro lado, na congelagéo e vitrificagdo, o uso do meio diluidor
(diluente e crioprotetor) ¢ indispensavel para preservar a viabilidade dos espermatozoides e garantir
melhores taxas de motilidade espermatica pos-descongelacdo (ALMEIDA-MONTEIRO et al., 2020).

Resfriamento seminal

O resfriamento seminal é uma técnica de preservacdo de espermatozoides que permite o seu
armazenamento temporario. Esse método envolve a conservagdo das amostras seminais sem exposicao a
luz, com temperaturas variando entre 0 ¢ 4 °C, em um ambiente com oxigénio, por um periodo que pode
variar de algumas horas a dias (CONTRERAS et al., 2020; SHALIUTINA et al., 2013). Trata-se de um
método eficaz, de facil execugdo, baixo custo e com menor risco de danos aos espermatozoides, pois
procede com temperaturas de armazenamento mais altas e dentro da faixa que as células conseguem tolerar
em relag@o ao frio (CONTRERAS et al., 2020; PIRES et al., 2019).

Esta ¢ uma ferramenta voltada para o aprimoramento das estratégias reprodutivas, com o objetivo
de preservar a viabilidade dos espermatozoides e sua capacidade de fertilizar (CONTRERAS et al., 2020).
Entre as principais vantagens dessa técnica, destacam-se: a oferta controlada e continua de gametas,
permitindo seu uso no momento mais oportuno para a reproducao e resolvendo o problema da dessincronia
reprodutiva entre machos e fémeas; a eliminagdo da necessidade de manter ou transportar reprodutores
permanentes para fertilizagdo artificial, a realizacdo de pesquisas sobre a preservagdo do patrimonio
genético para programas de hibridizacdo e selegdo genética; e a facilidade de intercdmbio entre instituigdes
de pesquisa e pisciculturas (CONTRERAS et al., 2017; MARTINEZ-PARAMO et al., 2009; PIRES et al.,
2019; SHAZADA et al., 2023). No entanto, alguns fatores podem influenciar negativamente a qualidade e
a viabilidade dos espermatozoides, como a temperatura de armazenamento, a exposi¢ao a luz, a atmosfera
ao redor, e o uso de antibidticos e diluentes (CONTRERAS et al., 2020; SHAZADA et al., 2023).

Ravinder et al. (1997) avaliaram a conservagdo do sémen de carpa comum (Cyprinus carpio) €
observaram que os espermatozoides paravam de se movimentar entre 20 e 84 h de resfriamento, em
diferentes temperaturas. Na temperatura de 22°C, apds 20 h de resfriamento foi identificado perda de
motilidade, enquanto a 2°C os espermatozoides pararam apo6s 84 h de resfriamento. Contudo, quando
mantidos a 5°C, foi possivel observar uma motilidade de 33% apos 84h, evidenciando que temperaturas
mais baixas favorecem a preservagdo espermadtica. Resultados semelhantes foram encontrados por Scott e
Baynes (1980) ao avaliarem o sémen de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss). O armazenamento a 12°C
permitiu a manutengdo da capacidade fecundante por menos de 24 horas, enquanto temperaturas entre 0 e
5°C possibilitaram a fertilizagdo por até oito dias.

No caso de peixes neotropicais, Viveiros et al. (2014) relataram que o sémen ndo diluido de P.
lineatus, quando refrigerado entre 6 e 8°C, permaneceu viavel por até dois dias. Diante das limitagdes do
resfriamento do s€émen nao diluido, estudos passaram a investigar o uso de diluentes para prolongar sua
viabilidade. A glicose tem sido amplamente utilizada nesse contexto, demonstrando efeitos positivos na
manutencao da motilidade espermatica. Orfao et al. (2010) observaram que o s€men de P. lineatus, quando
diluido em glicose, manteve 26% de motilidade espermatica apds quatro dias de resfriamento. Da mesma
forma, Oliveira (2006) relatou que o s€émen de dourado (Salminus maxillosus), quando resfriado no mesmo
diluente, apresentou motilidade média de 30% apos 48 horas. Por outro lado, para P. brevis, a glicose ndo
se mostrou um diluente ideal para o resfriamento, pois os espermatozoides apresentaram motilidade até 24
h de resfriamento. Apds esse periodo, as amostras diluidas ACP-104 apresentaram taxas de motilidade
espermaticas superiores (NASCIMENTO et al., 2017). Oliveira (2012) e Garcia et al. (2016) também
obtiveram resultados satisfatorios no resfriamento seminal de C. macropomum com ACP-104.

Dessa forma, a literatura demonstra que o uso de temperaturas mais baixas e a adigdo de diluentes
especificos sdo estratégias essenciais para aumentar a longevidade espermatica no resfriamento seminal,
possibilitando maior flexibilidade no manejo reprodutivo de diferentes espécies aquicolas.

Congelacgio seminal
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A técnica de congelag@o tem como caracteristica conservar os gametas em nitrogénio liquido (-
196 °C), por tempo indeterminado, mantendo a sua morfologia vidvel e funcional (SALMITO-
VANDERLEY et al., 2014). A presente técnica tem como beneficios o fornecimento de subsidios para o
desenvolvimento de bancos de germoplasma na busca de garantir a diversidade e a preservacdo do material
genético de espécies. Tem sido um método amplamente utilizado para diferentes grupos animais, sendo
para peixes uma boa alternativa para melhorar sua reprodugdo em cativeiro, tendo em vista que € possivel
melhorar a: sincronizac¢ao na disponibilidade de sémen, facilidade no transporte, retardo no envelhecimento
dos gametas, conservagdo da variabilidade genética e eliminagdo dos custos com a manutengdo dos machos
(SUQUET et al., 1999).

Para que a congelacdo seminal seja um sucesso, ¢ importante que o sémen esteja diluido em um
meio diluidor, que é composto por um diluente e um crioprotetor, com fun¢do de proteger as células contra
a acdo do frio (PICKETT; SQUIRES; MACKINNON, 1987; SALMITO-VANDERLEY et al., 2014). O
processo inicia-se com a coleta e diluicdo do sémen, seguida pelo envasamento em palhetas ou criotubos e
posterior diminui¢cdo da temperatura até o armazenamento em nitrogénio liquido. Para a congelacao, sdo
utilizados equipamentos como rampas de congelagdo, botijoes de vapor de nitrogénio (dry shipper) e
freezers programados (SALMITO-VANDERLEY et al., 2012).

A combinagao da diluente glicose 5% e do crioprotetor interno dimetilsulfoxido (DMSO) 10 % ¢é
amplamente utilizada na congelacdo de sémen de diversas espécies de peixes. Essa associagao tem sido
aplicada com sucesso em espécies como a pirapitinga (Piaractus brachypomus), tambaqui (C.
macropomum) e curimatd comum (P. brevis) (MEDINA, 2008; CAROLSFELD et al, 2003; NUNES et al.,
2016; ALMEIDA-MONTEIRO et al., 2017). Esta solucdo diluidora também pode ser acrescida de um
crioprotetor externo, como a gema de ovo 10%, que ja foi testada e apresentou bons resultados para as
espécies brasileiras Brycon orbignyanus, P. lineatus, P. mesopotamicus, S. maxillosus, Leporinus elongatus
e Pseudoplatystoma corruscans (CAROLSFELD et al, 2003; TEODOZIA et al., 2020). Embora a gema de
ovo tenha se mostrado uma boa op¢ao, sabe-se que seu uso pode ocasionar contaminagdo e diminuir a
capacidade fecundante dos espermatozoides e, por isso, tem-se usado lipoproteinas de origem vegetal, como
a lecitina de soja, que ja foi usado para bovinos e espécies de peixes, como C. macropomum e P. brevis
(BOUSSEAU et al.,1998; LOPES, 2019; TORRES et al., 2022).

Outro diluente interessante para a criopreservagao ¢ a dgua de coco em pé (ACP®), que € utilizada
para diferentes animais, inclusive peixes. Melo-Maciel et al. (2015) relatam em seus estudos resultados
satisfatorios quando o sémen de tambaqui foi congelado em ACP-104 associado a DMSO 10%. Por outro
lado, Teodozia et al., (2020) relatam que para a congelagdo seminal de P. mesopotamicus, o uso deste
mesmo diluidor ndo ¢ tdo eficiente quanto a glicose 5% e DMSO 10%. Contudo, Nascimento et al. (2017)
relatam que, apos diferentes periodos de resfriamento (etapa estabilizagdo/tempo de equilibrio do s€émen
antes da congelacdo), a associacdo de ACP-104 e DMSO mostra-se mais eficiente do que glicose 5% e
DMSO 10%. Esses resultados demonstram a importancia de avaliar diferentes meios de dilui¢do para cada
espécie, considerando suas particularidades fisiologicas e reprodutivas.

Para aprimorar os meios de criopreservacdo, estudos tém explorado a suplementagdo com
crioprotetores extracelulares e/ou agentes antioxidantes, visando minimizar danos celulares e preservar a
funcionalidade espermatica. Alguns agentes antioxidantes tém sido utilizados para diminuir os danos
ocasionados pelas baixas temperaturas, como: taurina, cisteina ¢ melatonina. A taurina apresenta agdo
antioxidantes e ja foi utilizada com sucesso para a congelacdo seminal de diferentes espécies, inclusive C.
macropomum e P. brevis (CABRITA etal., 2011; MARTINEZ-PARAMO et al., 2013; LOPES et al., 2018;
Torres et al., 2022). Por outro lado, o antioxidante cisteina apresentou resultados variaveis, sendo eficaz
para C. carpio e Perca fluviatilis, mas com desempenho adverso em outras espécies (SAROSIEK et al.,
2014; OGRETMEN et al., 2015). A melatonina, outra substincia com agdo antioxidante, tem demonstrado
alto potencial na melhora dos parametros cinéticos dos espermatozoides de P. lineatus, B. orbignyanus e
P. brevis (PALHARES et al., 2020, 2021; MOTTA et al., 2022; TORRES et al., 2024). Esses dados
reforcam a importancia da avaliagcdo individualizada dos antioxidantes, considerando as particularidades
fisiologicas de cada espécie na criopreservagido seminal.

Os polissacarideos sulfatados (PS), provenientes de fontes animais ou macroalgas, t€m sido
investigados como potenciais suplementos devido as suas propriedades antioxidantes e capacidade de
interagdo com proteinas de membrana, formando proteoglicanos (Jridi et al., 2019; Mourdo & Pereira,
1999). Esses compostos desempenham papéis importantes na regulagio da sinaliza¢do celular e ajudam a
manter a pressdo osmotica, devido a sua alta capacidade de retengdo de agua (Iozzo & Schaefer, 2015). Os
primeiros estudos sobre a suplementagdo do meio diluidor com polissacarideos foram realizados em
mamiferos, utilizando glicosaminoglicanos nao sulfatados, como o acido hialurénico. Os resultados
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indicaram que sua eficacia pode variar, sendo eficaz na congelacdo do sémen de javalis, mas ineficiente no
sémen de carneiros (QIAN; YU; ZHOU, 2016; NAJAFI et al., 2014).

Na congelagdo seminal de peixes, os polissacarideos sulfatados vém sendo utilizados na
suplementagdo do meio diluidor e tem apresentado resultados promissores. Pereira et al. (2020)
demonstraram que os PS extraidos da macroalga vermelha S. filifomis, quando adicionado ao meio ACP-
104 e DMSO 10%, auxiliaram na manuten¢do da morfologia espermatica do tambaqui (C. macropomum).
Além disso, os PS extraidos da pele de tilapia do Nilo melhoraram a integridade da membrana plasmatica
dos espermatozoides, com resultados superiores aos do grupo controle. Em outro estudo, envolvendo o uso
de PS no meio diluidor seminal (glicose e DMSO 10%) de P. brevis, percebeu-se que outra macroalga
vermelha, no caso G. domingensis, apresentou resultados promissores, uma vez que esse tratamento teve
motilidade progressiva superior ao grupo controle (Nascimento et al., 2022). No entanto, quando essa
mesma alga foi aplicada ao resfriamento seminal, ndo foram observadas melhorias nem prejuizos nos
parametros espermaticos (Sales et al., 2023). De maneira semelhante, Nascimento et al. (2021), Pereira et
al. (2022) e Lobato et al. (2022) testaram diferentes polissacarideos sulfatados na congelagao do sémen de
curimatd comum e de tambaqui e concluiram que concentragdes mais elevadas de PS sdo prejudiciais,
enquanto concentragdes mais baixas sdo as mais indicadas.

Vitrificacio

A vitrificacdo ¢ uma outra forma de preservar as células gaméticas por imersdo direta em
nitrogénio liquido, sendo reconhecida por sua simplicidade, baixo custo e rapidez (FIGUEROA et al.,
2015). Devido arapidez no qual a amostra deve atingir o estado vitreo durante a vitrificagdo, deve-se utilizar
concentragdes elevadas de crioprotetores, a fim de aumentar a viscosidade da solugao, e congelar a amostra
em pequenos volumes de forma rapida e em temperaturas muito baixas (ALI e SHELTON, 1993; CHIAN
etal., 2004; LUYET e HODDAP, 1938; RUBINSKY, 2003).

Embora apresente vantagens, essa técnica coloca os espermatozoides em condicdes fisioldgicas
desfavoraveis, o que pode causar danos celulares devido ao choque térmico e osmético, estresse oxidativo
e alteragdes no plasma seminal, resultando em uma diminui¢do na qualidade espermatica (WATSON,
1995). Para preservar os espermatozoides em baixas temperaturas, se faz necessario adotar um protocolo
adequado, levando em considerag@o a qualidade e a quantidade do diluente, o tipo ¢ a concentragdo dos
crioprotetores, o volume da amostra e as caracteristicas das células (KOPEIKA e KOPEIKA, 2008).

O processo de vitrificagdo requer o uso de grandes volumes de crioprotetores, o que pode ser
toxico para as células, sendo necessario adotar precaugdes para garantir o sucesso da técnica. Entre essas
medidas, destacam-se a minimizagdo do volume da solugdo de vitrificagdo para aumentar as taxas de
congelacdo e reaquecimento, além do uso de dispositivos adequados para o envase, uma vez que 0s
principais fatores para uma vitrificagdo bem-sucedida envolvem a prevengao da cristalizagdo intracelular e
a toxicidade (XIN et al., 2017).

No que se refere aos diluentes utilizados, a glicose ¢ o diluente mais utilizado na congelagdo
convencional. Contudo, diluentes mais complexos sdo mais comumente utilizados para vitrificagdo de
sémen de peixes, como o BTS (Varela-Jr et al., 2015), meio Cortland® (Merino et al., 2011; Figueroa et
al., 2013), meio Tanaka modificado (Kasar et al., 2016) e Tris-HCI (Andreev et al., 2009; Abed-Elmdoust
etal., 2015). Dentre os principais crioprotetores de a¢éo interna estdo Dimetilsulféxido (DMSO), Glicerol,
Etilenoglicol (EG), Metanol e Propilenoglicol, que aumentam a viscosidade intracelular, impedindo a
cristalizagcdo da agua e permitindo a formagdo do estado vitreo (Ali e Shelton, 2007).

Para espécies P. lineatus, Vasconcelos (2014) relatou taxa de motilidade de 0% utilizando meio
BTA e MeOH 10%. Varela Jr et al. (2015), para tambaqui, também relatou a mesma taxa com meio
contendo BTS e DMSO. Associar diferentes crioprotetores de a¢do interna pode ser uma boa solugdo para
reduzir a toxicidade das altas concentragdes necessarias para a vitrificagdo, uma vez que sao usadas menores
quantidades de cada um, além de haver uma agregacdo das propriedades dos crioprotetores combinados
(ALI e SHELTON, 2007). Cuevas-Uribe et al., 2015 relatam boas taxas de modilidade pds descongelagéo
para vitrificar s€émen de truta marrom (Salmo trutta trutta) ¢ de duas espécies de cioba (Lutjanus
campechanus e Rachycentron canadum). Em um estudo recente, Almeida-Monteiro et al. (2020) sugerem
para a vitrificagdo de P. brevis ¢ sugerido a associagdo de ACP® e etilenoglicol.

Aplicacgio e perspectiva

O desenvolvimento e o aprimoramento das biotécnicas voltadas para a conservacdo de sémen de
peixes tem se tornado uma alternativa promissora. Apesar das técnicas apresentarem resultados
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promissores, ainda se faz necessario a elaboracdo de protocolos de resfriamento, congelagdo e vitrificagao
eficazes para sémen de peixes, pois ha uma grande variedade de solugdes, dispositivos e taxas de
reaquecimento utilizados para as técnicas citadas. Além disso, vale ressaltar que o fator espécie-especifico
¢ bastante importante para a conservagao do sémen desse grupo de vertebrados.

Dessa forma, a presente revisdao direciona as pesquisas futuras relacionadas a conservagdo de
sémen de peixes brasileiros, pontuando as biotécnicas, as espécies, seus principais instrumentos ¢ meios
utilizados, ressaltando a interag@o do diluidor com o espermatozoide é espécie-especifico, uma vez que um
determinado diluidor € eficaz na congelagdo do sémen de uma espécie, no entanto em outra ndo apresenta
a mesma qualidade seminal pos-descongelagao.

Consequentemente, pode-se melhorar os protocolos encontrados para cada espécie, sendo
necessario a realizagdo de métodos de avaliacdo da qualidade seminal, na perspectiva de obter boas taxas
de fertiliza¢do, favorecer a conservacdo e a produ¢do em larga escala. Além de continuar promovendo a
melhora no po6s-descongelacao do sémen de diferentes espécies de peixes, otimizando assim a pratica de
reproducao artificial desta e outras espécies nas estagdes de piscicultura.

Consideracdes finais

A conservacdo de sémen permite a reprodugdo em cativeiro de espécies de peixes reofilicos e
ameacadas de exting¢do, além de reduzir os custos com reprodutores para os piscicultores. Apesar dos
avangos nas técnicas, que mostram sua importancia como uma ferramenta essencial para a implementagao
e flexibilidade nos programas de reproducdo, ainda ¢ necessario melhorar as solugdes diluidoras. A inclusdo
de substancias antioxidantes nos meios de conservagao tem apresentado resultados promissores, ainda sdo
necessarias pesquisas para criar diluentes adequados a cada espécie, com o objetivo de garantir a melhor
qualidade espermatica e, consequentemente, altas taxas de fertilizagao.

Vale ressaltar que, além dos meios de congelacgdo, diversos outros fatores influenciam a qualidade
do sémen criopreservado, como a taxa de resfriamento, a concentragdo espermatica, o tempo e o método
de adicdo dos crioprotetores, os métodos de envase, as condigdes de congelacdo, o tempo de descongelagao,
o método de analise da motilidade, entre outros. Cada um desses aspectos pode impactar os resultados de
maneira distinta, dependendo da espécie de origem do sémen. Por isso, ¢ crucial incentivar estudos sobre a
caracterizagdo do sémen de peixes, a fim de padronizar as biotecnologias voltadas para sua conservagao.
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