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RESUMO

A criopreservacao seminal é uma das biotécnica reprodutivas mais promissoras para a aquicultura, pois permite
o transporte de gametas, garante melhorias genéticas em espécies desejadas e minimiza a assincronia entre
machos ¢ fémeas reprodutores. Apesar dos beneficios, danos celulares podem ser ocasionados durante o
processo de congelagdo, causando a diminui¢do da qualidade dos espermatozoides. Sendo assim, estudos que
busquem alternativas que minimizem tais danos sdo de grande importancia. As proteinas anticongelantes (AFPs)
sdo importantes compostos originados a partir de processos evolutivos em organismos que vivem em ambientes
polares.As AFPs podem ser utilizadas como possiveis agentes crioprotetores, pois sdo capazes de diminuir os
cristais de gelo e proteger a membrana plasmatica das células durante o processo de congelagdo. Dessa forma,
esta revisdo tem como objetivo reunir informagdes acerca da utilizacdo de proteinas anticongelantes na
conservacao do sémen de peixes e apresentar os principais resultados encontrados na literatura. Observou-se que
a utilizagdo dessas substancias na criopreservacao seminal em peixes promoveu melhorias nas taxas de
motilidade espermadtica, velocidades e integridade de membrana plasmatica. Tais melhorias foram observadas de
maneira interespecifica. Portanto, ainda sdo necessarios estudos mais aprofundados com intuito de verificar o
efeito das AFPs na capacidade de fertilizagao, buscando a melhor opgao para suplementagao do meio.
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ABSTRACT

Seminal cryopreservation is one of the most promising reproductive biotechniques for aquaculture, as it allows
the transport of gametes, ensures genetic improvements in desired species and minimizes asynchrony between
breeding males and females. Despite the benefits, cell damage can be caused during the freezing process, causing
decreased quality of sperm. Therefore, studies that seek alternatives that minimize such damage are of great
importance. Antifreeze proteins (AFPs) are important compounds originated from evolutionary processes in
organisms that live in polar environments. AFPs can be used as possible cryoprotective agents, as they are able
to decrease ice crystals and protect the plasma membrane of cells during the freezing process. Thus, this review
aims to gather information about the use of antifreeze proteins in the conservation of fish semen and present the
main results found in the literature. It was observed that the use of these substances in seminal cryopreservation
in fish promoted improvements in the rates of sperm motility, velocities and integrity of the plasma membrane.
Such improvements were observed in an interspecific manner. Therefore, further studies are needed in order to
verify the effect of AFPs on fertilization capacity, seeking the best option for supplementing the medium.
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INTRODUCAO

A congelacdo de sémen tornou-se um importante componente da tecnologia de
reproducgdo assistida, pois permite a preservacao do material genético ao longo das geracoes e
facilita a reproducdo artificial independentemente do periodo natural de desova (Cabrita et al.,
2010). Apesar dos beneficios desta técnica de conservagao, ainda ha a perda da viabilidade
espermatica em decorréncia de danos celulares, dificultando a consolidacdo de bancos
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genéticos para uso em larga escala. O processo de criopreservagdo de espermatozoides
envolve mudangas extremas de temperatura que provocam lesdes criogénicas irreversiveis na
morfologia, estrutura e fisiologia celular, levando ao comprometimento da motilidade e
resultando na perda da capacidade de fertilizacao (GWO; ARNOLD, 1992; LAHNSTEINER
et al., 1996; LINHART et al., 2000; ZILLI et al., 2003; HE; WOODS, 2004; FIGUEROA et
al., 2016).

Para a criopreservacao do s€émen, faz-se necessaria a adi¢ao de uma solugao diluidora
composta por diluente(s) e crioprotetor(es) responsaveis por manter a viabilidade da célula
espermatica e prevenir as crioinjurias durante a congelagdo e descongelacdo seminal
(SALMITO-VANDERLEY et al., 2012). Estudos em ascensdo mostram que o uso de
proteinas anticongelantes (AFP) na solugdo de criopreservagdo ajuda a manter a composicao
lipidica da membrana plasmatica e estabiliza os espermatozoides, reduzindo as alteracdes
induzidas pelo congelamento no padrdo proteico (SHALIUTINA-KOLESOVA et al., 2019;
ZILLI et al., 2014; BEIRAO et al., 2012; FIGUEROA et al., 2017,2018; MAGNOTTI et al.,
2018).

As AFPs sdo proteinas encontradas em peixes bactérias, fungos, insetos e plantas que
vivem em ambientes com baixas temperaturas (EWART et al., 1998). Tais proteinas podem
fornecer protecao as células, diminuindo o ponto de congelagdo, modificando o processo de
formagao de cristais de gelo, evitando a recristalizacdo e interagindo com as membranas
plasmaticas em baixas temperaturas (ROBLES et al., 2006; KIM et al., 2017). A capacidade
das AFPs de proteger os espermatozoides durante o procedimento de congelagdo-
descongelagao foi testada em mamiferos com resultados positivos e negativos (PAYNE et al.,
1994; PRATHALINGAM et al., 2006). Alguns estudos foram conduzidos avaliando os
possiveis efeitos do uso de AFPs na criopreservagdo seminal de peixes, indicando que AFPs
contribuem para a protecdo do metabolismo dos espermatozoides e mantém a estabilizacdo
dos lipidios e proteinas da membrana plasmatica durante a criopreservagio (BEIRAO et al.,
2012; ZILLI et al., 2014; ABED-ELMDOUST et al., 2017).

Esta revisdo, portanto, objetiva contemplar as fungdes das proteinas anticongelantes
na conservacao do sémen de peixes e apresentar os principais resultados encontrados na
literatura.

CRIOPRESERVACAO SEMINAL

A congelacdo de sémen consiste na conservacdo dos gametas masculinos por meio
de congelacao utilizando nitrogénio liquido, que esta normalmente a uma temperatura de -196
°C. Essa biotecnologia mantem a estrutura e a funcionalidade dos espermatozoides
conservadas, mantendo-os inativos e vidveis por tempo indeterminado (CAROLSFELD et al.,
2003). Essa técnica permite atingir objetivos como o fornecimento de subsidios para a
formacdo de bancos de germoplasma, a troca de material genético entre pisciculturas, a
disponibilidade de sémen durante €épocas ndo convencionais, a viabilidade de eventuais
programas de hibridizagdo e o transporte de material genético através de longas distancias
com baixo custo e maior seguranca (MARIA; AZEVEDO; CARNEIRO, 2009; CABRITA et
al.,2010; CARNEIRO et al., 2012).
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Existem dois tipos de criopreservacdo seminal, forma lenta (método convencional)
ou de forma répida (vitrificagdo) (MERINO et al., 2012; CUEVAS-URIBE et al., 2011;
FIGUEROA et al., 2015). Na congelacdo lenta sdo utilizadas baixas concentracdes de
crioprotetores, sendo necessario haver um tempo de equilibrio antes da congelagdao. Dessa
forma, se faz necessaria a utilizagdo de equipamentos como isopor, dryshipper ou maquinas
de congelagdo programaveis. Ja na vitrificacao, ndo € preciso tempo de equilibrio nem uso de
equipamentos sofisticados, pois a amostra ¢ depositada imediatamente sobre o nitrogénio
liquido.

Meios de congelacao

O diluente geralmente ¢ composto por sais e/ou carboidratos que atuam como fonte
de energia para o espermatozoide pos-descongelado, além de promover o aumento do volume
de sémen. Para isso, um diluente adequado deve ser isotdnico, estavel, estéril, ter
condutividade térmica elevada, e servir de carreador de crioprotetores (LEGENDRE e
BILLARD, 1980). Possuem baixo peso molecular e alta solubilidade em agua, e atuam
desidratando e reduzindo o ponto crioscopio do interior da célula, dificultando a formacgao de
cristais de gelo intracelulares.

Os crioprotetores, por sua vez, devem possuir baixa toxicidade para as células e alta
solubilidade em 4gua e sdo classificados como penetrante (a¢do interna) ou ndo-penetrante
(acdo externa) (BATISTA et al., 2006). Possuem alto peso molecular e agem aumentando a
osmolaridade do espago extracelular, levando a desidratacao da célula durante a congelagdo, e
evitando um aumento excessivo da osmolaridade durante a descongelacdo, além de recobrir a
superficie da célula, estabilizando a membrana (BAKHACH, 2009; CUEVAS-URIBE e
TIERSCH, 2011; WATSON, 1995).

Proteinas anticongelantes (AFPs)

As AFPs sdo proteinas inicialmente encontradas e caracterizadas em peixes
teledsteos do continente Antartico (DEVRIES-AL e WOHLSCHLAG, 1969). Por selecao
natural, tais organismos desenvolveram solugdes diferenciadas para lidar com climas
extremamente frios. O surgimento de um gene de proteina anticongelante foi uma das
solucdes mais importantes. Desde suas descobertas em peixes, diversos tipos de AFPs foram
também identificados em espécies de bactérias, fungos, insetos e plantas (XIANG et al.,
2020).

As AFPs possuem afinidade por cristais de gelo devido a complementaridade
estrutural encontrada entre os dominios proteicos e as superficies das estruturas cristalinas. A
ligagdo das proteinas a estas superficies proporciona efeitos protetivos em relagdo aos danos
que o congelamento causa as células e, como consequéncia, apresenta dois efeitos praticos: a
histerese térmica (TH, do inglés, thermalhysteresis) e a inibigao da recristalizagdo (RI, do
inglés, recrystallizationinhibition). Ambos os efeitos sdo extremamente importantes para a
sobrevivéncia e a manutengdo das atividades metabodlicas de organismos que possuem a
capacidade de sobreviver em condigdes extremas de baixas temperaturas (XIANG et al., 2020;
JOHN et al., 2009).
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Histerese térmica (TH)

A prevencdo da congelacdo ¢ uma estratégia de sobrevivéncia que evita que os
fluidos corporais de teledsteos marinhos congelem em temperaturas muito abaixo de 0°C, de
modo que sobrevivam a estagao fria (DOLEV et al., 2016). A diferenga de temperatura entre
o ponto de fusdo e o ponto de congelagao ¢ chamada de histerese térmica (TH) (KNIGHT,
2000). Os cristais de gelo contém dois planos distintos em suas estruturas chamados de plano
basal e plano prisma. O crescimento e a expansdo dos cristais de gelo devem-se a associagao
de novas moléculas de 4agua nestes planos e podem acontecer em direcdo aos eixos
denominados de A (sentido horizontal) e C (sentido vertical) (SULIS, 2015).

Na auséncia de AFPs, o crescimento e a expansdo dos cristais ocorrem mais
rapidamente no plano prisma (em dire¢@o ao eixo-A), formando uma estrutura cristalina mais
larga e em forma de disco (GUPTA et al., 2014). A adsor¢ao de AFPs ocorre em planos
especificos das superficies de cristais de gelo. Preferencialmente ocorre no plano prisma e,
assim, impede a associagdo das demais moléculas de agua neste plano e, logo, o crescimento e
a expansao dos cristais ao longo do eixo-A ¢ interrompido. Portanto, as AFPs conseguem
alternar as caracteristicas morfoldgicas dos cristais circular e achatado para hexdgono-
bipiramidal (XIANG et al., 2020; CAPICCIOTTI et al., 2013).

Inibicido da recristalizacao (IRI)

Uma propriedade importante para organismos tolerantes a congelacao ¢ a inibicao da
recristalizacao de cristais de gelo. Grandes cristais de gelo tém menor energia livre € sdo mais
termodinamicamente estdveis do que pequenos cristais de gelo; assim, os grandes cristais de
gelo crescem enquanto pequenos cristais que encolhem (XIANG et al., 2020). As ligacdes de
AFPs impedem a associagdo entre pequenos cristais de gelo, evitando a formagdo de grandes
cristais nos ambientes celulares e extracelulares. Geralmente, quanto maior a atividade IRI de
um AFP, menores sdo os cristais de gelo que podem se formar (CAPICCIOTTI et al., 2013;
SULIS, 2015).

Estrutura das AFPs

Diversos tipos de estruturas ja foram identificados em AFPs. Em peixes, estas
proteinas variam em massa molecular (3 a 33 kDa) e estruturas secundarias, podendo adquirir
conformacgdes com predomindncia de a-hélices, folhas-f3 e estruturas desordenadas. As AFPs
de peixes sdo classificadas em cinco tipos, nomeados de: AFGPs; AFP-I; AFP-II; AFP-III;
AFP-IV (MIDDLETON et al., 2012; CAPICCIOTTI et al., 2013). As AFGPs contém de 4 a
50 sequéncias repetidas em tandem dos residuos de aminoéacidos alanina-alanina-treonina com
um dissacarideo ligado em cada extremidade hidroxila dos residuos de treonina. As AFPs-I
sdo caracterizadas por conter regides ricas em residuos de alanina e predominancia de
estruturas secundarias do tipo oa-hélices. As AFPs-II sdo proteinas ricas em pontes de
dissulfeto e contém regides mistas entre as estruturas secundarias de a-hélices e folhas-f.
Além disto, as AFPs desta classe sdo estruturalmente globulares. As AFPs-III sdo ricas em
curtas estruturas de folhas-B, e as AFP-IV sdo proteinas com feixes helicoidais e ricas em
residuos de alanina (KANDASWAMY et al., 2011; GRAETHER et al., 2000).
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AFPs na congelagdo seminal de peixes

Com relagdo a aplica¢do de biotécnicas reprodutivas para a reproducdo de peixes, a
criopreservacdo ainda precisa superar a falta de padronizagdo de metodologias e
procedimentos. A adicdo de determinados compostos poderia melhorar a qualidade dos
espermatozoides poéds-descongelacao, protegendo as células contra o estresse oxidativo
(peroxidagao de lipidios, oxidacao de proteinas, fragmentacao de DNA, protecdo enzimatica),
parametros que t€ém importancia nas pesquisas (CABRITA et al., 2010).

Em peixes, a utilizagdo de AFPs nos meios de congelagcdo seminal tem apresentado
resultados promissores na qualidade do sémen pds-descongelado das seguintes espécies:
Cyprinuscarpio, Acipenserruthenus, A. persicus e Sparusaurata (Quad. 01). Pode-se observar
que caracteristicas do sémen variam entre espécies, dentro de amostras de um mesmo animal,
dependendo do periodo de coleta e até mesmo durante a estagdo reprodutiva. Dessa forma, o
estudo da qualidade seminal de diferentes espécies e o desenvolvimento de ferramentas para
caracteriza-la deve ser prioridade (CABRITA et al., 2010).

Quadro 01: Principais resultados na criopreservagao do sémen de peixes utilizando proteinas
anticongelantes (APFs).

Espécie Meétodo d~e AFP | Concentracio MOtl(}ldade Autores
conservaciao (%)
AFP Abed-
Acipenserpersicus Vitrificag@o 10uM 16,11+0,5 Elmdoust et
111
al. (2015)
. . ~ Xin et al.
Acipenserruthenus | Criopreservagdo | AFP I 10ug/mL 56120 (2018)
AFP Shaliutina-
Cyprinuscarpio | Criopreservagio lpug/mL ~70 Kolesova et
111
al. (2019)
AFP Beirao et al.
Sparusaurata Criopreservagao 1pug/mL 41+11 (2014); Zilli
111
etal. (2014)

A utilizacdo de AFP III na solugdo de vitrificacdo de A. persicus obteve motilidade
pos-descongelagio de 16,11% (ABED-ELMDOUST et al., 2015). E importante salientar que,
no procedimento de vitrificagdo (congelagdo rapida), as células sdo imersas diretamente em
nitrogénio liquido (MERINO et al., 2012). Estudos acerca dessa biotécnica em peixes ainda
sdo iniciais, nao havendo protocolos ja determinados.

Para C. carpio, a suplementacao do meio criodiluente com AFP III na concentragdo
de 1pg/mL apresentou bons resultados de motilidade espermatica (SHALIUTINA-KOLESOVA
et al., 2019). A motilidade e velocidade dos espermatozoides ¢ o padrdo basico para avaliagao
da qualidade do sémen criopreservado (LAHNSTEINER et al., 2000). Com o processo de
congelacdo, ¢ natural ocorrer a diminuigdo dos valores das varidveis de motilidade dos
espermatozoides (BORYSHPOLETS et al., 2017). Assim como observado para A. ruthenus,
os espermatozoides criopreservados com 10pug/mL de AFP I ndo apresentaram diferencas
entre as outras concentragdes analisadas: 0,1; 1 e 100pg/mL (XIN et al., 2018).

Em Sparusaurata, concluiu-se que a AFPIIIna concentragdo de 1ug/mL atua na
protecdo de proteinas e na composi¢do de lipidios de membrana, flagelo e cabega dos
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espermatozoides durante o procedimento de congelacdo-descongelagdo, garantindo sua
estabilidade (ZILLI et al., 2014; BEIRAO et al., 2014). Além disso, AFPs, especialmente
AFP 1II, tém a capacidade de neutralizar o aumento nas propor¢des de acidos graxos
saturados que ocorrem durante a criopreservagdo e interagir preferencialmente com acidos
graxos insaturados (TOMCZAK et al., 2002).

CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de as biotécnicas reprodutivas aplicadas a reproducdo de peixes, como a
criopreservacao seminal, estarem avangando e contribuindo para os programas de reproducao,
verifica-se que ainda existem alguns aspectos considerados criticos a viabilidade das células
espermaticas. Além do mais, ndo ha padronizac¢ao nos protocolos de criopreservacao.

Dessa forma, pesquisas reiteram que a adi¢do de AFPs ao meio de congelacdo
seminal proporcionam melhorias espermaticas no pos-descongelacdo, aumentando as taxas de
espermatozoides moéveis, velocidades e mantendo a integridade da membrana plasmatica. No
entanto, ainda sdo necessarios estudos mais aprofundados com intuito de verificar o efeito das
AFPs na capacidade de fertilizagdo, buscando a melhor opcao para suplementagdo do meio.
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