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RESUMO 

 

Esta tese teve como objetivo principal o desenvolvimento e o aprimoramento de um 

protocolo eficaz de criopreservação espermática para a espécie Pseudoplatystoma 

corruscans, com ênfase na avaliação do uso de antioxidantes – cisteína e taurina – na 

preservação da qualidade espermática pós-descongelamento. O estudo está estruturado 

em dois capítulos experimentais complementares. No primeiro capítulo, investigou-se a 

eficiência de diferentes crioprotetores (dimetilacetamida e metanol), a ocorrência de 

aglutinação espermática e o efeito da suplementação com cisteína nas soluções 

crioprotetoras. Além disso, avaliou-se a influência de diferentes soluções ativadoras (água 

destilada e NaCl 0,45%) na motilidade espermática ao longo do tempo pós-

descongelamento. Os resultados indicaram que o metanol foi mais eficiente que a 

dimetilacetamida, apresentando menor grau de aglutinação e motilidade satisfatória. 

Observou-se que apenas os espermatozoides isolados apresentaram aglutinação, e que a 

solução de NaCl retardou a queda da motilidade espermática em comparação à ativação 

com água. A cisteína demonstrou-se segura em todas as concentrações testadas, sendo 

que a dose de 2 mM associada à ativação com NaCl proporcionou maior estabilidade da 

motilidade ao longo do tempo, enquanto a concentração de 1 mM reduziu 

significativamente os danos morfológicos. No entanto, não foram observadas melhorias 

na taxa de eclosão com a adição de cisteína. No segundo capítulo, avaliou-se o efeito da 

taurina como antioxidante no meio crioprotetor, testando-se as concentrações de 1, 2 e 4 

mM. Embora não tenham sido observadas diferenças significativas nos parâmetros 

cinéticos entre os tratamentos, as concentrações de 1 e 2 mM promoveram aumento da 

integridade de membrana dos espermatozoides. A suplementação com 2 mM de taurina 

resultou ainda em maior percentual de espermatozoides morfologicamente normais e em 

menor incidência de defeitos primários e secundários. De forma geral, os resultados 

obtidos nesta tese contribuem para o refinamento de técnicas de criopreservação em 

peixes, demonstrando o potencial do uso de antioxidantes na preservação da qualidade 

espermática de P. corruscans. O conhecimento gerado é relevante para programas de 

conservação, reprodução assistida e formação de bancos de germoplasma voltados à 

preservação de espécies nativas ameaçadas. 

 

Palavras-chave: antioxidante, bagre, pintado, siluriforme, sêmen, criopreservação  



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

The main objective of this thesis was the development and improvement of an effective 

sperm cryopreservation protocol for the species Pseudoplatystoma corruscans, with 

emphasis on evaluating the use of antioxidants—cysteine and taurine—in preserving 

post-thaw sperm quality. The study is structured into two complementary experimental 

chapters. In the first chapter, the efficiency of different cryoprotectants 

(dimethylacetamide and methanol), the occurrence of sperm agglutination, and the effect 

of cysteine supplementation in cryoprotective solutions were investigated. Additionally, 

the influence of different activating solutions (distilled water and 0.45% NaCl) on sperm 

motility over time post-thaw was evaluated. The results indicated that methanol was more 

effective than dimethylacetamide, showing less agglutination and satisfactory motility. It 

was observed that only isolated sperm cells exhibited agglutination and that the NaCl 

solution slowed the decline in motility compared to activation with water. Cysteine was 

found to be safe at all tested concentrations; the 2 mM dose combined with NaCl 

activation promoted greater motility stability over time, while the 1 mM concentration 

significantly reduced post-thaw morphological damage. However, no improvement in 

hatching rate was observed with cysteine supplementation. In the second chapter, the 

effect of taurine as an antioxidant in the cryoprotective medium was evaluated at 

concentrations of 1, 2, and 4 mM. Although no significant differences were found in 

kinetic parameters among treatments, 1 and 2 mM taurine increased membrane integrity. 

The 2 mM concentration also resulted in a higher percentage of morphologically normal 

spermatozoa and a lower incidence of primary and secondary defects. Overall, the results 

of this thesis contribute to refining cryopreservation techniques in fish, demonstrating the 

potential of antioxidant supplementation for maintaining the post-thaw sperm quality of 

P. corruscans. The knowledge generated is relevant to conservation programs, assisted 

reproduction, and the establishment of germplasm banks for the preservation of 

endangered native species. 

 

Keywords: antioxidant, catfish, pintado, siluriform, semen, cryopreservation 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

O Pseudoplatystoma corruscans, popularmente conhecido como pintado, é uma 

espécie nativa cuja distribuição abrange as bacias do Paraná e do São Francisco (Pereira 

et al., 2023). É uma espécie migratória que percorre grandes distâncias para a reprodução 

(Melo-Silva et al., 2022), possui hábitos noturnos e é carnívora (Santos et al., 2012). Seu 

ciclo reprodutivo é sazonal e está ligado aos níveis fluviométricos (Agostinho et al., 

2007), em que o desencadeamento metabólico da desova depende de fatores ambientais, 

principalmente, chuva, temperatura e fotoperíodo (Baldisserotto et al., 2014). Altamente 

valorizado na pesca esportiva e comercial pelo seu grande tamanho e sabor suave 

(Balboni et al., 2021; Mikkola, 2024), o P. corruscans é também muito utilizado na 

produção de peixes híbridos (Hashimoto et al., 2012). 

Essa espécie foi recentemente incluída na lista de espécies ameaçadas de extinção 

no Brasil, sendo classificada como vulnerável (Brasil, 2022). Apesar dessa classificação, 

a pesca é permitida, desde que sejam seguidas as normas estabelecidas para garantir a 

conservação da espécie e a sustentabilidade da atividade pesqueira (Brasil, 2024). Devido 

a sua importância econômica e ecológica, é essencial conduzir pesquisas que investiguem 

métodos de reprodução assistida. A criopreservação surge como uma solução promissora, 

especialmente considerando que a espécie é migratória. Uma das vantagens dessa técnica 

é a sincronização da disponibilidade de gametas (Cabrita et al., 2010). A criopreservação 

consiste em manter o material biológico em estádio latente em nitrogênio líquido, por 

tempo indeterminado, reduzindo a necessidade da manutenção de um grande estoque 

reprodutor, facilitando o transporte dos gametas e possibilitando organização do uso 

destes (Suquet et al., 2000; Cabrita et al., 2010). 

Para que ocorra a criopreservação espermática adequada, uma série de etapas 

devem ser seguidas após a escolha do reprodutor. Essas etapas incluem a indução 

hormonal, a coleta e avaliação da qualidade seminal, a diluição em uma solução 

crioprotetora, o envasamento, a congelação e o armazenamento em local apropriado. A 

verificação da eficácia do processo de criopreservação se dá após o descongelamento, 

com a reavaliação da qualidade do sêmen, e verificação da capacidade fertilizante dos 

espermatozoides, pela fertilização dos oócitos e a avaliação da eclosão das larvas (Maria; 

Carneiro, 2012). 
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Inúmeras variáveis podem influenciar a capacidade de fertilização dos 

espermatozoides criopreservados. Entre essas variáveis estão os diluentes, a taxa de 

diluição, os crioprotetores e suas concentrações, a velocidade e o método de congelação, 

a temperatura de descongelamento, a qualidade do esperma e do oócito e, a razão 

espermatozoide/oócito (Gwo, 2011). Estabelecer um protocolo de criopreservação é um 

desafio, pois os parâmetros citados podem interagir entre si, influenciando o 

desenvolvimento do protocolo (Suquet et al., 2000). As diferentes espécies de peixes 

apresentam sensibilidade diferentes aos níveis de diluição e às substâncias empregadas 

na criopreservação espermática (Magnotti et al., 2018). Portanto, é necessário 

desenvolver um protocolo específico de criopreservação para cada espécie. 

Diversos tipos de crioprotetores têm sido utilizados na criopreservação espermática 

de espécies de peixes, como dimetilsulfóxido (Ninhaus-Silveira et al., 2006; Brycon 

cephalus), dimetilacetamida (Velarde et al., 2023; P. corruscans), metanol (Carolsfeld et 

al., 2003; P. corruscans), metilglicol (Viveiros et al., 2012; Brycon nattereri), 

dimetilformamida (Perry et al., 2019; Brycon orbignyanus), glicerol (Bozkurt et al., 2019; 

Oreochromis niloticus) propilenoglicol (Yusoff et al., 2018; Epinephelus fuscoguttatus) e 

etilenoglicol (Atencio-García et al., 2014; Sorubim cuspicaudus), todos apresentando 

resultados promissores. Embora esses compostos sejam essenciais para uma 

criopreservação bem-sucedida, podem ser tóxicos em concentrações inadequadas (Cloud; 

Patton, 2008). 

O dimetilsulfóxido é o agente crioprotetor mais utilizado no processo de 

criopreservação espermática de peixes de água doce. No entanto, o metanol é o mais 

utilizado em protocolos com bagres sul-americanos (Streit Jr et al., 2023). As pesquisas 

sobre a criopreservação espermática de P. corruscans são escassas, sendo Carolsfeld et 

al. (2003) e Velarde et al. (2023) os únicos estudos disponíveis sobre a criopreservação 

espermática de P. corruscans. O uso de dimetilsulfóxido a 10%, associado à glicose, não 

se mostrou tão eficaz quanto o metanol a 10%, associado à glicose e ao leite em pó 

(Carolsfeld et al., 2003). E não houve diferenças entre o uso de dimetilsulfóxido ou 

dimetilacetamida, embora a dimetilacetamida tenha apresentado menores danos ao DNA 

(Velarde et al., 2023). 

O processo de criopreservação dos espermatozoides pode afetar a função 

mitocondrial e aumentar o estresse oxidativo (Figueroa et al., 2019), além de causar danos 

a membrana plasmática (Cabrita et al., 2010) e, danos morfológicos (Velarde et al., 2023) 
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devido à formação de cristais de gelo intracelulares e extracelulares (Figueroa et al., 

2019). Normalmente, a motilidade espermática dos espermatozoides criopreservados, 

após o descongelamento, é reduzida, em comparação com os do sêmen fresco (Figueroa 

et al., 2017). E a maior parte dos danos durante a criopreservação ocorre nas etapas de 

congelação e descongelamento (Andreev et al., 2009). Um desses danos é a aglutinação 

seminal pós-descongelamento, que foi observada em alguns casos de criopreservação de 

espermatozoides de peixes (Várkonyi et al., 2019) e ostras (Dong et al., 2007). Esse 

fenômeno não teve uma causa específica determinada, mas foi relacionada à composição 

dos extensores, ao tipo de crioprotetores e as condições de resfriamento (Irawan et al., 

2010). 

Para melhorar a proteção celular contra os efeitos da congelação e do 

descongelamento, diversas substâncias, como os antioxidantes, podem ser adicionadas à 

solução crioprotetora (Magnotti et al., 2018; Torres et al., 2024), como também, podem 

ser incorporados na ração dos peixes (Sarmento et al., 2017; Sarih et al., 2019). Os 

antioxidantes protegem as células dos processos de oxidação e dos radicais livres 

(Muthmainnah et al., 2018). 

Estudos diversos têm investigado a aplicação de antioxidantes como suplementação 

em soluções crioprotetoras utilizadas na diluição do sêmen. Entre os antioxidantes 

estudados estão a melatonina (Yang et al., 2023), o ácido úrico (Polat; Kurtoğlu, 2023), o 

α-tocoferol (Figueroa et al., 2018), o ácido ascórbico (Almeida-Monteiro et al., 2017), a 

taurina (Lopes et al., 2018) e a cisteína (Öğretmen et al., 2015). Além disso, compostos 

como glutationa, superóxido redutase e catalase também foram testados (Shaliutina-

Kolešová et al., 2015; Li et al., 2018). 

A suplementação das soluções diluidoras com antioxidantes propõe aumentar o 

poder antioxidante dos diluentes, reduzindo o nível de espécies reativas de oxigênio e 

melhorando a qualidade do sêmen descongelado (Lopes et al., 2016). As espécies reativas 

de oxigênio são produzidas pelo metabolismo aeróbio celular e, seu excesso, pode levar 

ao estresse oxidativo, promovendo várias alterações patológicas, incluindo lesões na 

membrana plasmática e no DNA, redução da motilidade e da viabilidade espermática e, 

à diminuição da capacidade fertilizante do sêmen (Ball, 2008; Słowińska et al., 2013). 

A suplementação do meio de congelação com ácido úrico, metionina, carnitina, α-

tocoferol e glutationa pode aumentar a taxa de motilidade e a duração pós-
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descongelamento de espermatozoides de Oncorhynchus mykiss (Kutluyer et al., 2014). Já 

a adição de melatonina resultou em maior percentual de espermatozoides rápidos em 

Prochilodus brevis com maiores velocidades espermáticas (Torres et al., 2024). E a 

suplementação com α-tocoferol e ácido ascórbico reduz a lipoperoxidação da membrana 

e a produção de superóxido, aumentando assim a capacidade de fertilização dos 

espermatozoides do Salmo salar (Figueroa et al., 2018). A cisteína melhorou o potencial 

de fertilidade dos espermatozoides de E. fuscoguttatus após o descongelamento (Yang et 

al., 2023). 

A cisteína, um aminoácido natural contendo enxofre, atua como um precursor 

crucial da glutationa, um antioxidante essencial que protege as células contra os radicais 

livres (Piste et al., 2013; Öğretmen et al., 2015). É amplamente utilizada em soluções de 

congelação para espermatozoides de diversas espécies de animais. Em bovinos, 

demonstrou melhorar a integridade do DNA (Tuncer et al., 2010) e a motilidade pós-

descongelamento (Sariözkan et al., 2009). Em javalis, contribuiu para a viabilidade e a 

integridade do acrossoma (Malo et al., 2010). Já em carneiros, reduziu a produção de 

espécies reativas de oxigênio (Kafi et al., 2024). A aplicação de cisteína nas soluções 

crioprotetoras de espermatozoide foi relatada por Sarosiek et al. (2014) em Perca 

fluviatilis; Liu et al. (2015) em Pagrus major; Öğretmen et al. (2015) em Cyprinus carpio; 

Li et al. (2018) em Acipenser dabryanus e Acipenser baerii; Lopes et al. (2018) em 

Colossoma macropomum; Da Costa et al. (2020, 2021) em Rhamdia quelen; Yang et al. 

(2023) em E. fuscoguttatus e Torres et al. (2024) em P. brevis. Em geral, a adição de 

cisteína melhora os parâmetros cinéticos dos espermatozoides pós-descongelamento e a 

taxa de fertilização (Öğretmen et al., 2015; Yang et al., 2023). No entanto, a aplicação de 

cisteína na criopreservação espermática de P. corruscans ainda não foi conduzida. 

A taurina é um antioxidante amplamente utilizado para melhorar a qualidade 

seminal após o processo de criopreservação. Este aminoácido contendo enxofre participa 

de diversas atividades biológicas e fisiológicas (Rais et al., 2023) e desempenha um papel 

importante na redução das espécies reativas de oxigênio (Cabrita et al., 2011). Além disso, 

a taurina é considerada um aminoácido essencial que funciona como estabilizador de 

membranas, interagindo diretamente com fosfolipídios (Schaffer et al., 2010). A 

incorporação de taurina na composição da solução crioprotetora tem sido testada em 

várias espécies de peixes, incluindo Sparus aurata, Dicentrarchus labrax, O. mykiss, C. 

carpio, P. major, Carassius auratus, Epinephelus marginatus, C. macropomum, 
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Scophthalmus maximus e P. brevis (Cabrita et al., 2011; Ekici et al., 2012; Martínez-

Páramo et al., 2013; Yavaş et al., 2014; Liu et al., 2015; Kutluyer et al., 2016; Riesco et 

al., 2017; Lopes et al., 2018; Polat; Kurtoğlu, 2023; Torres et al., 2024). Esta 

suplementação proporcionou resultados satisfatórios, incluindo melhorias na integridade 

do DNA dos espermatozoides (Cabrita et al., 2011), aumento da motilidade espermática 

(Martínez-Páramo et al., 2013), aprimoramento da função mitocondrial (Liu et al., 2015), 

elevação das taxas de fertilização e eclosão (Yavaş et al., 2014), além de melhorar as 

velocidades espermática após o descongelamento (Lopes et al., 2018). No entanto, em 

alguns casos, não houve melhora na qualidade seminal após o descongelamento (Torres 

et al., 2024), já que o efeito de cada antioxidante é específico para cada espécie (Cabrita 

et al., 2011). Até o momento, a aplicação de taurina na criopreservação espermática de P. 

corruscans ainda não foi realizada.  
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1.1 OBJETIVO GERAL 

 

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo desenvolver um protocolo 

eficaz para a criopreservação dos espermatozoides de P. corruscans, determinando a 

solução crioprotetora mais adequada e avaliando o uso de antioxidantes, como a taurina 

e a cisteína, com o objetivo de manter a qualidade das células espermáticas pós-

descongelamento. Além de analisar a qualidade do sêmen ativado usando diferentes 

soluções ativadoras na motilidade espermática após o descongelamento. 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

• Determinar o crioprotetor mais adequado para a espécie em estudo; 

• Avaliar o efeito da adição de cisteína na solução crioprotetora, visando manter a 

qualidade espermática após o descongelamento; 

• Avaliar a taxa de eclosão dos embriões fecundados com sêmen descongelado de 

P. corruscans como um indicativo de qualidade e preservação das características 

seminais; 

• Definir a solução ativadora adequada para o sêmen após o descongelamento; 

• Avaliar a influência da suplementação de taurina na solução crioprotetora sobre 

as características espermática da espécie; 

• Investigar as possíveis alterações morfológicas nos espermatozoides submetidos 

ao processo de criopreservação. 
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