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Introducao

Estudos que envolvem o processo de conservacao
do sémen de peixes pela técnica de criopreservacao
tiveram inicio na década de 1950, com a descoberta
dos primeiros meios criogénicos. Desde o primeiro
estudo bem sucedido realizado por John Blaxter

em 1953, vérios pesquisadores se dedicaram a
entender e aprimorar essa técnica. O processo
consiste na conservacdo das células espermaticas
em nitrogénio liquido a -196 °C, temperatura

na qual a estrutura e funcionalidade das células

e tecidos vivos sdo mantidas, conservando-as
geneticamente vidveis e reversivelmente inativas
do ponto de vista metabdlico (PEGG, 2007). A
conservacao do sémen por tempo indeterminado
permite a otimizacdo no transporte do material
genético e a manutencdo do estoque de sémen

de um grande nimero de exemplares, garantindo

a variabilidade e o intercambio genético entre
pisciculturas. Além disso, possibilita o fornecimento
continuo de sémen durante toda a estacao
reprodutiva e a reducdo dos custos na manutencéao
dos plantéis de reprodutores.

No Brasil, a preocupacdo com a preservacao da
variabilidade genética das populacdes selvagens
ameacadas de extincao ou de descaracterizacao
e erosdo genética impulsionaram os estudos
relacionados a criopreservacdao do sémen de
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espécies nativas nos anos 1990. Atualmente, varios
protocolos de criopreservacao de sémen ja foram
estabelecidos em estudos realizados por empresas e
instituicOes de ensino e pesquisa no pais, refletindo
em uma melhoria consideravel da tecnologia quando
aplicada as espécies cultivadas comercialmente.

Esse avanco tecnoldgico refletiu diretamente no
sucesso experimental da fertilizacdo de ovécitos

e da producao de formas jovens a partir do

sémen criopreservado, gerando demandas por
aplicacdo dessa técnica em escala comercial.
Diante dessa demanda tecnolégica do setor
produtivo, a Embrapa tem trabalhado nos ultimos
anos com o desenvolvimento de protocolos para a
criopreservacao do sémen de peixes em recipientes
de maior volume como macropalhetas e criotubos
que se adequam melhor ao manejo reprodutivo das
pisciculturas (MARIA et al., 2015; DIAS FILHO et
al., 2015).

A espécie selecionada como ponto de partida para
aplicacdo dessa técnica em escala comercial foi

o tambaqui (Colossoma macropomum), devido a
sua importancia comercial em todo pais, sendo
responsavel por 29,3% da producao total de peixes
em cativeiro no Brasil, ficando atras apenas da
tildpia (Oreochromis niloticus) com 41,9% (IBGE,
2014). Além disso, desde 2008, o tambaqui integra
o primeiro programa de melhoramento genético
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de peixes nativos desenvolvido no Brasil, que
conta com o envolvimento de diversas instituicdes
publicas e da iniciativa privada, tendo como

meta a disponibilidade de linhagens de animais
melhorados da espécie. Esse fato vai de encontro
com a demanda crescente do mercado atual que
busca animais de elevado desempenho zootécnico
e mais adaptados ao ambiente do cativeiro. Do
ponto de vista comercial, a producdo de linhagens
melhoradas geneticamente podera viabilizar o
estabelecimento da comercializacdo do sémen de
peixes em nosso pais.

Por ser uma espécie com alta fecundidade

(mais de um milhdo de ovécitos por desova), a
técnica de criopreservacdao de sémen em grandes
recipientes se mostra bastante promissora para

o tambaqui, facilitando o manejo e tornando o
processo de fertilizacdo e armazenamento de
sémen criopreservado mais atraente do ponto

de vista econémico. A grande quantidade de
ovocitos liberados pelas fémeas, principalmente

de espécies reofilicas como o tambaqui, exige a
utilizacdo de um grande nimero de espermatozoides
e consequentemente varias doses de sémen
congelado. Os criotubos tém capacidade de
armazenar uma maior quantidade de sémen quando
comparado as tradicionais palhetas, evitando a
utilizacdo de uma grande quantidade de doses para
atender o volume de material desovado, o que
dificulta o manuseio e a utilizacdo deste material
genético nos processos de fertilizacdo artificial
dentro do manejo reprodutivo das pisciculturas.

A utilizacao de recipientes de maior volume

no processo de criopreservacado é uma técnica
muito valiosa para a preservacao de material
genético, podendo ser utilizada em programas de
melhoramento de espécies de interesse econdémico
ou em laboratérios publicos e privados de producéo
de alevinos (MARIA et al., 2009). Além disso,

traz para o setor aquicola novas perspectivas

de utilizacao do sémen durante a rotina dos
laboratérios de reproducao, contribuindo para o
aumento da disponibilidade de alevinos de alta
qualidade e para o desenvolvimento sustentavel
da piscicultura nacional. Assim, o objetivo desta
publicacdo é descrever um protocolo adequado
para criopreservacdo do sémen de tambaqui em
criotubos, visando sua utilizacdo em grande escala
no sistema de producéo.

Caracteristicas dos criotubos

Diversas formas de recipientes vém sendo avaliadas
quanto a sua capacidade de manter a qualidade
espermatica durante o processo de congelamento

e descongelamento. Cada recipiente é constituido
de diferentes formas, dimensdes e materiais que
podem produzir diferentes taxas de transferéncia de

calor, modificando a velocidade de congelamento e
descongelamento dos espermatozoides.

Os diferentes tipos de recipientes utilizados

na criopreservacao de células espermaticas

devem assegurar a identificacdo da amostra e a
uniformizacao da velocidade de congelamento e
descongelamento. As palhetas francesas de

0,5 mL sdo as mais utilizadas na criopreservacao do
sémen de peixe, no entanto, devido a sua pequena
capacidade de armazenamento, é necessario um
numero maior de palhetas para fertilizacdo de todos
os ovocitos de uma desova. Dentro deste contexto,
o congelamento de sémen em recipientes com maior
capacidade de armazenamento como os criotubos,
que apresentam volumes varidveis de 1 mL a 5 mL,
é de grande importancia para producao em grande
escala.

O criotubo inicialmente surgiu como alternativa

a criopreservacao de sémen humano e foi
difundido para outras espécies de mamiferos e

de peixes. Essa difusdo ocorreu, principalmente,
pela maior quantidade de sémen que pode ser
armazenado neste recipiente, além da facilidade
no manuseio durante o envase e a possibilidade
de ser esterilizado e reaproveitado em mais de um
processo de criopreservacao.

Geralmente esses criotubos sdo fabricados em
polipropileno, sendo resistentes a temperaturas
que vao de -196 °C a +121 °C. Essas condicdes
exigem cuidados especiais tanto para a preservacao
e armazenamento correto da amostra, quanto na
manipulacdo pelos usuérios, tais como: sempre
utilizar jaleco, pinca, luvas e 6culos de protecao
(Figura 1) ao manipular os criotubos a fim de
minimizar possiveis riscos de acidentes; deve-se
fazer a correta identificacado do criotubo com as
informacoes béasicas de data de processamento

e, quando possivel, do peixe doador do sémen; o
criotubo deve ser preenchido no maximo em 90%
da sua capacidade total para permitir a expansao
do volume da amostra causada pelo congelamento;
antes de iniciar o congelamento o técnico deve se
assegurar de que a tampa do criotubo esteja seca e
hermeticamente fechada, evitando que o nitrogénio
liquido entre no tubo, o que pode acarretar em
danos aos espermatozoides e em explosdo durante
o processo de descongelamento devido a expansao
rapida do nitrogénio. Para fins de armazenamento
no botijdo de nitrogénio liquido, os criotubos devem
ser dispostos em hastes de sustentacado tais como
racks de aluminio ou de plastico (Figura 2).
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Figura 1. Equipamento de protecao individual: jaleco;
6culos de protecao; pinca para manipulacado dos
criotubos e luva.

Foto: Danillo dos Santos Santana

Figura 2. Criotubos de 5 mL ao lado de uma rack de
aluminio para acondicionamento em botijdo de nitrogénio
liquido.
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Procedimentos para congelamento e
descongelamento do sémen

Inducdo hormonal e coleta do sémen

O protocolo de inducdo hormonal deve seguir a
rotina adotada em cada piscicultura ou estar de
acordo com as recomendacoes disponiveis em
literatura especializada.

Para a coleta do sémen, alguns cuidados devem
ser adotados para evitar a sua contaminacéo e/ou
ativacdo precoce:

- Secar o recipiente no qual sera coletado o sémen
colocando a identificacdo do peixe doador.

-Secar bem a regido da papila urogenital com papel
toalha.

- Realizar a coleta em mais de um recipiente,
evitando desta forma a perda de todo material
biolégico no caso de contaminacao com urina, fezes
ou sangue.

- Realizar coletas individuais, evitando a mistura do
sémen de diferentes reprodutores;

- Apds a coleta, manter os recipientes em caixa de
isopor com gelo evitando sempre o contado direto
entre gelo e recipiente.

Preparacao das solucdes crioprotetoras
As células espermaticas necessitam da adicdo de
uma solucdo com acéo crioprotetora para o seu
congelamento adequado. Essa solucdo pode ser
composta por 65% de solucdo glicosada (solucéo
de glicose 5%), 10% de metilglicol e 5% de
gema de ovo (ARAUJO et al., 2013). O preparo
da solucao crioprotetora deve seguir as seguintes
etapas:

- Dividir o conteudo total da solucdo de glicose em
dois recipientes (becker) secos e estéreis.

- No recipiente 1 adicionar a gema de ovo e misturar
de forma homogénea para obter a solucdo A (gema
de ovo + solucdo glicosada).

- No recipiente 2 adicionar o metilglicol para obter
a solucdo B (metilgicol + solucao glicosada), lacrar
com tampa ou papel filme para evitar a evaporacéao
e deixar em repouso por 15 minutos.

- Ap6s 15 minutos, misturar as solucdes A e B,
homogeneizar e tampar.

- Depois de pronto, o meio crioprotetor pode ser
utilizado imediatamente apés o seu preparo ou
pode ser congelado a -20 °C para ser utilizado
posteriormente.
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Avaliacdao do sémen pré-

congelamento
Algumas injdrias nas células espermaticas podem
ocorrer durante o processo de congelamento,

diminuindo a qualidade do sémen congelado quando

comparado ao sémen in natura. A utilizacao de
células espermaticas de boa qualidade contribui
para minimizar perdas durante o processo
criogénico aumentando a qualidade da dose
inseminante. Nesse sentido, a avaliacdo da
qualidade seminal antes do congelamento deve
ser realizada pela determinacao da motilidade

e concentracdo espermatica do sémen de cada
reprodutor.

Para a avaliacdo da motilidade espermatica, é
necessaria a utilizagcdo de um microscoépio éptico
com aumento de 400x. Uma gota de sémen é
colocada em uma lamina de vidro para comprovar
gue os espermatozoides estdao imdveis. Qualquer
movimento sugere contaminacdo com agua,
sangue ou urina e a amostra deve ser descartada.
A avaliacdo da motilidade espermatica subjetiva é
realizada apés adicao de solucao de bicarbonato de
sodio a 1,05% (125 mM; 230 mOsm) (CARNEIRO
et al., 2012) ao sémen, estimando-se o percentual
de espermatozoides em movimento logo apds a
ativacao (0% a 100%). Somente amostras de
sémen com pelo menos 80% das células em
movimento sdo utilizadas na criopreservacao.

A determinacao da concentracdo espermatica pode
ser estimada por meio da utilizagcdo de uma camara
de Neubauer. Para isso deve-se diluir o sémen em
formol-citrato (2,9 g de citrato de sédio, 4 mL de
solucdo comercial de formaldeido 35% e agua
destilada g.s.p. 100 mL) na proporcao de 1:1000
(sémen:formol-citrato). Apds a diluicédo, realizar

a contagem de células espermaticas presentes

em dez campos da camara de Neubauer como
recomendado pelo CBRA (1998) para mamiferos:

SPTZ)

Concentracio espermatica (
Y. SPTZ
10 qc x

Em que: SPTZ = espermatozoides; ), SPTZ =
numero total de espermatozoides contados;

10 qc = 10 quadriculas contadas; 25 gt = 25
quadriculas totais; diluicdo = fator de diluicdo do
sémen pelo fixador e profundidade da camara =
0,10 mm.

25 gt x diluicao x 1000
profundidade da camara (mm)

Envase dos criotubos

O sémen deve ser adicionado lentamente na
proporcao de 20% na solucdo crioprotetora e
homogeneizado com leves movimentos circulares
para evitar lesGes celulares. Dessa forma, a solucao
final serd composta por: 65% de solucdo glicosada,
10% de metilglicol, 5% de gema de ovo e 20%

de sémen. Realiza-se o envase dos criotubos com
auxilio de uma pipeta (Figura 3) ou simplesmente
vertendo a solucéo diretamente no criotubo,
enchendo até a marca superior da escala existente
no recipiente. Os criotubos sdo fixados nas racks de
aluminio (Figuras 4) e posteriormente transferidos
para o botijao dry shipper saturado com nitrogénio
liquido dando inicio ao processo de congelamento.
Todo o procedimento de diluicdo e envase até o
inicio do congelamento do sémen deve ser realizado
dentro de 20 minutos.

Figura 3. Envase do criotubo com auxilio de uma pipeta.

Foto: Danillo dos Santos Santana

Figura 4. Acondicionamento dos criotubos nas racks de
aluminio para a criopreservacao.
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Congelamento do sémen

Para o congelamento do sémen, recomenda-se a
utilizacdo de um botijdo de vapor de nitrogénio
liquido dry shipper (Figura 5), que confere
velocidade média de congelamento em torno de -9,0
°C/min, considerada adequada para o sucesso no
processo de congelamento.

Figura 5. Botijao de vapor de nitrogénio liquido dry
shipper.

Deve-se preparar o botijdo dry shipper antes da
colheita do sémen. Ele possui um material poroso
absorvente as paredes internas que tem por
funcao reter o nitrogénio liquido. Por esse motivo o
abastecimento com N,L deve ser realizado quantas
vezes forem necessdrias até sua saturacdo total.
Na préatica, o botijdo deve ser abastecido até o seu
completo enchimento. A medida que fica retido no
material poroso o nivel de N L dentro do botijao
tende a diminuir. Nesse momento deve-se repetir

a operacao de enchimento até a estabilizacao

total do nivel que pode ser aferido com uma régua
graduada especifica para esse fim. No momento do
congelamento, o dry shipper deve ser esgotado por
completo, permanecendo em seu interior apenas o
vapor de N,L. Apos esse procedimento, as racks

ja podem ser transferidas para o interior do dry
shipper onde permanecerao por periodo minimo

de uma hora até serem transferidas para o botijdo
criogénico que estarad a -196 °C, permanecendo
nesta temperatura até o seu uso.

Descongelamento do sémen
As etapas para o descongelamento do sémen estao
descritas a seguir:

- Retirar o criotubo do botijao criogénico com o
auxilio de uma pingca e mergulha-lo imediatamente
em 4agua a 60 °C durante 90 segundos (Figura 6).

Criopreservacdo do Sémen de Tambaqui em Criotubos para
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Figura 6. Descongelamento do criotubos em banho de
agua.

- Com o recipiente totalmente imerso, realizar
movimentos constantes, garantindo assim o
descongelamento homogéneo da amostra.

- Secar o criotubo com papel toalha para evitar a
ativacado precoce do sémen com agua residual

- A amostra esta pronta para ser utilizada.

Materiais para congelamento e

descongelamento do sémen

Os materiais necessarios para o congelamento e
descongelamento do sémen em criotubos estdo
descritos detalhadamente na Tabela 1.

o1

Foto: Danillo dos Santos Santana
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Tabela1. Materiais necessérios para congelamento e descongelamento do sémen de tambaqui (Colossoma
macropomum) em criotubos.

Solucéo glicosada a 5% estéril (glicose Preparacédo da solucédo de congelamento
5%)
Gema de ovo

Metilglicol (éter metilico de etilenoglicol)

Tubos de vidro, becker e proveta Preparacdo das solugdes de congelamento

Criotubos de 5 mL (fabricado em Acondicionamento do sémen diluido
polipropileno; esterilizado; livre de

pirogénios e toxinas; tampa com rosca;

suportar temperaturas na faixa de —196°C

a +121°C)

Racks de aluminio para criotubos Armazenamento dos criotubos

Nitrogénio liquido (N,L) Abastecimento do botijdo de vapor de N,L (dry shipper)
e do botijao de armazenamento

Botijdo de vapor de N,L, dry shipper Congelamento das doses de sémen

Botijdo criogénico de armazenamento Armazenamento das doses de sémen congeladas

Pinca Retirada das doses de sémen dos botijoes e
manipulacédo dentro no banho de agua

Banho Maria com agua a 60 °C Descongelamento dos criotubos

Papel toalha Secagem dos criotubos

Fertilizacao artificial

Paralelamente ao descongelamento das amostras
de sémen, devem ser conduzidas as atividades
relacionadas as fémeas. Os ovdcitos a serem
fertilizados devem ser recolhidos em um recipiente
limpo e seco (Figura 7), para evitar sua ativacao e
hidratacao e consequente fechamento do local de
entrada do espermatozoide (micrépila).
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Figura 7. Extrusdo dos ovécitos de uma fémea de
tambaqui (Colossoma macropomum).
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Para o processo da fertilizacdo, adicionar o sémen
descongelado sobre os ovécitos misturando-os
cuidadosamente para melhor homogeneizacao.

A fertilizacdo inicia-se com a ativacdo dos
espermatozoides e hidratacdo dos ovécitos
submetendo-os ao contato com um meio ativador
(Figura 8). O meio ativador mais utilizado no
processo de fertilizacdo é a dgua do préprio local
onde se encontravam as fémeas ou solucdes de
sais preparadas especificamente para esse fim.
Dentre as solucdes salinas podemos citar a solucédo
de bicarbonato de sédio a 1,05% (125 mM;

230 mOsm) (CARNEIRO et al., 2012; SANTOS
et al., 2013), que tem se mostrado um ativador
espermatico bastante eficiente para diversas
espécies de peixes tropicais.

Figura 8. Adicdo do meio ativador aos gametas: Inicio do
processo de ativacao dos espermatozdides, hidratacao
dos ovécitos e fertilizacéo.

De acordo com Santos (2013), a relacdo do nimero
de espermatozoides descongelados necessarios para
fertilizar um ovécito de tambaqui é de 250.000:1.
A partir dessa informacao, podemos calcular
aproximadamente quantos gramas de ovécito
podem ser fertilizados com uma dose de 4,5 mL

de sémen descongelado (volume total do criotubo
5,0 mL). Para melhor compreensao tomamos como
exemplo a situacao descrita a seguir:

Supondo que um macho de tambaqui produza 9
mL de sémen e que a concentracdo espermatica do
ejaculado seja de 8 x 10° espermatozoides/mL. De
acordo com o protocolo de congelamento proposto,
o sémen fresco serd diluido 5 vezes, ou seja,

na proporcdo de 1:5, e depois envazado em 10
criotubos de 4,5 mL. Dessa forma, o sémen contido
em cada criotubo descongelado (20% de 4,5 mL

= 0,9 mL de sémen = 7,2 x 10° espermatozoides)
sera capaz de fertilizar 28.800 ovécitos. Como
cada grama de ovdcitos de tambaqui contém cerca
de 1.200 ovécitos, o sémen descongelado contido
em cada criotubo tem capacidade de fertilizar 24
gramas de ovdcitos.
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Consideracdes finais

O aprimoramento das técnicas de criopreservacao
do sémen de espécies nativas de alto

potencial econdmico como o tambaqui, aliado

ao programa de melhoramento genético
desenvolvido atualmente no pais, é um estimulo
ao setor produtivo a investir no segmento de
comercializacdo de sémen de peixes de alto
desempenho zootécnico. A criopreservacdo do
sémen de peixes em criotubos vai de encontro

a esse anseio por se tratar de uma técnica que
torna o processo de fertilizacdo e armazenamento
de sémen criopreservado mais atraente do ponto
de vista econémico, permitindo sua utilizacdo em
escala comercial. Adicionalmente, essa tecnologia
permite a manutencdo de bancos de germoplasma,
imprescindiveis para a conservacdo da diversidade
genética da espécie.
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