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RESUMO 

Os ecossistemas aquáticos continentais são um exemplo de ecossistema de água doce, 

compreendendo rios, reservatórios, lagoas e áreas alagáveis. A planície costeira do Rio Grande do 

Sul possui três grandes corpos d´água continentais, dentre eles a Lagoa Mangueira é a terceira 

maior. Na Lagoa Mangueira encontra-se varias espécies de peixes, o Odontesthes bonariensis 

(peixe-rei) está entre as espécies mais abundantes da Lagoa. Essa espécie é nativa tendo 

importância no fluxo de nutrientes e nas estruturas tróficas do ambiente, além da grande 

importância econômica na região. Uma das possibilidades de manter a variabilidade genética, 

possibilitando proteger ou até mesmo recuperar espécies de peixe-rei, é a técnica de 

criopreservação seminal que consiste em resfriar e/ou congelar espermatozoides, utilizando 

diluentes e crioprotetores específicos. O presente estudo testou três tipos de amidas, 

dimetilacetamida (DMA), dimetilformamida (DMF) e metilformamida (MF) nas concentrações 

de 2, 5, 8 e 11%, tendo como controle o dimetilsulfoxido na concentração de 10% (DMSO). Cada 

tratamento foi diluído em Mounib modificado. Foi avaliada a motilidade (taxa e tempo) e as 

estruturas celulares (integridade de membrana plasmática, funcionalidade de mitocôndria, índice 

de fragmentação de DNA e fluidez de membrana plasmática). O DMSO 10% e a MF 8% 

obtiveram melhores resultados em relação à integridade de membrana plasmática (34, 8% e 29%), 

funcionalidade de mitocôndria (19,8% e 16,2%) e fluidez de membrana plasmática (39,4% e 

46,4%), além disso, a taxa de motilidade (11,8% e 10%) e o tempo de motilidade (81,4 seg. e 71,8 

seg.) mantiveram-se entre as melhores médias. Dessa forma, considerando os parâmetros 

avaliados, o DMSO10% e a MF8% foram associados à melhor criopreservação das células 

espermáticas de O. bonariensis.  

 

 

Palavras-chave: Ecossistemas aquáticos, Lagoa Mangueira, motilidade, estruturas celulares. 
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ABSTRACT 

The freshwater ecosystems are an example of freshwater ecosystem, comprising rivers, reservoirs, 

ponds and wetlands. The coastal plain of Rio Grande do Sul has three major continental water 

bodies, including the Mangueira Lagoon is the third largest. In Mangueira Lagoon is several 

species of fish, the Odontesthes bonariensis (pejerrey) is among the most abundant species of 

Lagoa. This species is native having importance in the flow of nutrients and trophic structures in 

the environment, in addition to the great economic importance in the region. One possibility to 

maintain genetic variability, enabling protect or even recover species of kingfish, is the seminal 

cryopreservation technique of cooling and / or freeze sperm, using specific diluents and 

cryoprotectants. The present study tested three kinds of amides, dimethylacetamide (DMA), 

dimethylformamide (DMF) and dimethylformamide (MF) at concentrations of 2, 5, 8 and 11%, 

with the control dimethylsulfoxide at a concentration of 10% (DMSO). Each treatment was 

diluted in modified Mounib. Motility was assessed (rate and time), and cell structures (plasma 

membrane integrity, mitochondrial function, DNA fragmentation index and fluidity of the plasma 

membrane). The 10% DMSO and MF 8% did better on the completeness of the plasma membrane 

(34.8% and 29%), functional mitochondria (19.8% and 16.2%) and plasma membrane fluidity 

(39.4% and 46.4%), furthermore, the motility rates (11.8% and 10%) and the motility of time 

(81.4 s. and 71.8 s.) remained among the best averages. Thus, considering the parameters 

evaluated, the DMSO10% and MF8% were associated with better cryopreservation of sperm cells 

of O. bonariensis. 

 

 

Key-words: aquatic ecosystems, Mangueira Lagoon, motility, cell structures. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

Ecossistemas Aquáticos Continentais 

Ecossistemas são sistemas ecológicos complexos e grandes, incluindo milhares de 

diferentes tipos de organismos vivendo em uma grande variedade de meios individuais [1]. 

Dentre os ecossistemas existentes no Planeta Terra, os aquáticos são os mais abundantes, 

compreendendo mais que a metade da superfície terrestre, na qual 70% são de água salgada e, 

apenas 1% de água doce [2]. Uma importante parcela desses ecossistemas de água doce são os 

ecossistemas aquáticos continentais compreendendo os rios, riachos, reservatórios, lagos, 

lagoas e áreas alagáveis [3].  

Mesmo que apenas 1% dos ambientes aquáticos seja de água doce (com salinidade 

igual ou inferior a 0,5%) [4] esses ecossistemas são de suma importância para o 

funcionamento dos ciclos biogeoquímicos, como por exemplo, o da água (evapotranspiração, 

evaporação e precipitação), estabelecendo assim, a distribuição espacial e os números desses 

corpos d´águas interiores [5].  

Os ecossistemas aquáticos continentais possuem inúmeras importâncias econômicas, 

sociais e culturais [6], além de oferecerem a água, subsídio essencial e fundamental para a 

vida e sobrevivência de todas as espécies na Terra [7].  

Esses corpos d’águas continentais são fundamentais para a biodiversidade regional, 

além de contribuírem com espécies somente ali encontradas. Essa riqueza de biodiversidade 

também se dá pela capacidade que esses ecossistemas possuem em suportar diferentes 

comunidades [8]. Estima-se que aproximadamente 12% da fauna encontram-se nesses 

ecossistemas de água doce [9].  

Porém, esses ecossistemas são muito suscetíveis a impactos antrópicos como 

consequência da rápida urbanização, através de mudanças climáticas em função do 

aquecimento global, entre outros fatores [6].  

Além disso, a exploração demasiada de seus recursos hídricos, a sobre-exploração de 

seus recursos bióticos e a introdução de espécies exóticas tem aumentado o risco de perda 

desses ambientes [10].  

Lagoa Mangueira 

O Brasil é um país com uma grande abundância de Lagos e/ou Lagoas, podendo ser 

agrupados em cinco grupos bem distintos: sistemas de lagos formados pela atividade de rios, 
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sistemas de lagos do Pantanal Matogrossense, sistemas de lagos Amazônicos, represas e 

açudes e sistemas de lagos e lagunas costeiras [11]. 

Neste último grupo, encontra-se a Planície Costeira do Rio Grande do Sul, que além 

de ser banhada pelo Oceano Atlântico, possui uma vasta área de corpos de água internos, nos 

quais estão presentes três grandes Lagoas: A Laguna dos Patos, Lagoa Mirim e Lagoa 

mangueira [12].  

A Lagoa Mangueira é o terceiro grande corpo d´água da planície costeira do Rio 

Grande do Sul, localiza-se no município de Santa Vitória do Palmar, entre as coordenadas 

32º47´10´´ e 33º31´30´´ de latitude sul e a 52º47´10´´ de longitude oeste e possui um 

comprimento de aproximadamente 92km por 7,6Km de largura [12]. Sua porção norte fica 

situada no sistema hidrográfico do Taim que é uma zona de ambiente alagável, tendo no verão 

porções alagadas misturadas com vegetação e, permanecendo praticamente submersa nos 

invernos chuvosos [13, 14] (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Localização da Lagoa mangueira, Rio Grande do Sul – RS, Brasil (fonte: adaptado de 

Andrade et al., 2012) [15] 

  

Estudos já foram feitos com algumas espécies de animas nativos da Lagoa mangueira, 

com enfoque na genética e hábitos alimentares de peixes e ecologia reprodutiva de cágados 

[16-18, 13]. Segundo Artioli [13], a Lagoa Mangueira abriga 52 espécies de peixes, sendo as 

famílias Characidae (lambari), Cichlidae (cará), Loricariidae (cascudo) e Atherinopsidae 
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(peixe-rei) as mais representativas. Porém, os estudos relacionados à fauna nativa da Lagoa 

mangueira são ainda escassos, tornando-se necessário trabalhos mais específicos para que 

estes possam ser voltados à preservação ecológica desse ambiente e da diversidade de 

espécies que ali vivem, como as espécies de peixe-rei.  

 Gênero Odontesthes (Peixe-rei) 

Em 2003, Reis e colaboradores [19] realizaram um levantamento da quantidade de 

espécies de peixes encontrados nos ambientes de água doce, e verificou aproximadamente 

4.475 espécies descritas e aproximadamente 1.550 de espécies ainda não descritas, totalizando 

6.025 espécies nesses ambientes, sendo que 2.300 dessas espécies são encontradas em 

território brasileiro.  

Além de movimentar a economia através da pesca e comercialização, os peixes 

possuem grande importância na manutenção da qualidade da água de um ambiente. Isso se dá 

pelas interações que ocorrem entre eles, invertebrados e algas, contribuindo, de certa forma, 

para a dinâmica de nutrientes de um ecossistema aquático [20]. Os peixes também são bons 

exemplos de bioindicadores ambientais demonstrando a saúde do local onde estão inseridos 

através de sua distribuição, dominância, ausência e desaparecimento [21]. 

O peixe-rei (Odontesthes) é de grande importância ecológica e comercial, esse gênero 

possui sete espécies que ocorre no extremo sul, sendo elas O. bonariensis (Valenciennes, 

1835), O. humensis (De Buen, 1953), O. retropinnis (De Buen, 1953), O. mirinensis 

(Bemvenuti, 1995), O. perugiae (Evermann & Kendall, 1906), O. incisa (Jenyns, 1842) e O. 

argentinensis (Valenciennes, 1835). Apenas as espécies O. incisa e O. argentinensis não 

habitam ambientes de água doce [22]. Nas lagoas do Rio grande do Sul, Brasil, a espécie mais 

comum é a Odontesthes bonariensis [23] que pertence a ordem dos Atheriniformes, família 

Atherinopsidae [20] e apresenta, de forma geral, algumas características, como por exemplo, 

corpo espesso e relativamente curto, com marca curva ventral, cabeça longa com extremidade 

proeminente e ligeiramente convexa para cima, e boca excessivamente protrátil [17]. 

A espécie O. bonariensis possui sua diferenciação sexual fortemente dependente da 

temperatura da água onde está inserido durante as primeiras semanas após a eclosão, sendo 

que temperaturas mais baixas (aprox. entre 13 a 19 ºC) diferenciam-se em fêmeas. Dessa 

forma, entre os demais peixes, os O. bonariensis podem ser considerados bons indicadores 

biológicos do ambiente por possuírem sua produção de gametas influenciada com o aumento 

e diminuição da temperatura ambiental [24, 25]. 
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Os Odontesthes, de maneira geral, possuem um ciclo reprodutivo sazonal com grandes 

desovas na primavera [26, 27], seus ovos são bentônicos com filamentos que servem para 

aderir ao substrato [28]. De um modo geral, as fêmeas possuem tamanho do corpo maior que 

o tamanho do corpo dos machos, provavelmente essa variável esteja relacionada com o 

cuidado parental das fêmeas [29].  

Alguns estudos já foram feitos com o gênero Odontesthes, como a diferenciação 

morfológica e óssea entre as espécies e biologia reprodutiva [30, 22, 29]. Além disso, estudos 

com a espécie O. bonariensis demonstraram  a bioacumulação de metais pesados através das 

brânquias e fígado [31], respostas fisiológicas a diferentes salinidades [32], diferenciação 

sexual e crescimento [33],  hábito alimentar [17].  

Porém, a biologia reprodutiva da espécie O. bonariensis é pouco conhecida, tendo 

relatos mais específicos no que se refere a diferenciação sexual e estudos que analisam a 

endocrinologia envolvida na reprodução [33, 34]. Nesse contexto, torna-se necessário o 

investimento em estudos que contribuam para a compreensão e manipulação da reprodução 

dos peixes O. bonariensis.  

 

Criopreservação seminal 

A fim de auxiliar na manutenção de espécies como o O.bonariensis a criopreservação 

mostra-se interessante, pois através desta técnica é possível reduzir o metabolismo celular 

permitindo a volta do metabolismo normal após o descongelamento, mesmo durante longos 

períodos de armazenamento [35].  

A criopreservação seminal, que potencializa a inseminação artificial, colabora para a 

diminuição dos custos de criação com a manutenção, melhoria na seleção e difusão de 

material genético [36], além de atender, através de banco de germoplasma, a conservação da 

variabilidade genética dos animais [37] possibilitando proteger ou até mesmo recuperar 

espécies em extinção. Outra finalidade do banco de germoplasma é a utilização desse material 

para caracterizar geneticamente as espécies e descrever sua filogenia [38].  

Embora essa técnica venha alcançando resultados promissores no congelamento de 

sêmen de diversas espécies [39-42], a criopreservação causa danos estruturais e funcionais nas 

células criopreservadas denominados crioinjúrias. A produção excessiva de espécies reativas 

de oxigênio (ERO) é um dos fatores que contribuem com esses danos celulares [43].  

Além disso, durante a criopreservação, a água extra e intracelular acaba por formar 

cristais de gelo rompendo estruturas celulares, como a membrana plasmática [44-46], gerando 
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lesões mitocondriais [47] e desnaturação da molécula de DNA. Dessa forma, todas essas 

crioinjúrias ocasionadas pelo processo de criopreservação levam a diminuição na viabilidade 

e capacidade de fertilização dos gametas [48]. 

Segundo Meer et al [49] a membrana plasmática além de ser uma barreira 

determinante para o intercâmbio de moléculas entre o meio intra e extracelular, responde  a 

estímulos físicos e químicos do ambiente. A fluidez de membrana se dá pela interação e 

distribuição heterogênea de seus lipídeos e proteínas [49]. Segundo Hazel & Williams [50], a 

temperatura é um dos fatores que mais influenciam nessa fluidez, sendo que qualquer 

mudança nessa organização dos lipídeos e proteínas poderá perturbar a função da membrana 

plasmática.  

A mitocôndria é a organela responsável pela produção de energia (ATP) necessária 

para o funcionamento e manutenção da célula. Sabe-se atualmente que as mudanças na 

morfologia das mitocôndrias (mudança de tamanho e morfologia) podem levar a 

consequências drásticas, impossibilitando seu funcionamento ideal [51-53].  

O DNA é responsável pela transmissão da herança genética de todos os seres vivos e 

qualquer dano que o DNA possa sofrer acarreta em diversas anomalias, tanto para a célula, 

como para o ser vivo como um todo. Segundo Álvarez [54], é de suma importância a 

integridade do DNA paterno, pois seu nível de fragmentação elevado, quando não reparado 

pelo DNA do oócito quando fertilizado, incapacitará a formação de embriões saudáveis.  

Dessa forma, a fim de minimizar os danos da criopreservação sobre as células 

espermáticas, é necessário a utilização de soluções de criopreservação e agentes crioprotetores 

[55]. As soluções de criopreservação (diluentes) precisam ter as características básicas do 

plasma seminal, tais como pH e osmolalidade para que não ocorra ativação dos 

espermatozoides  e deformações na célula devido a pressão osmótica [39]. 

Dentre os diluentes utilizados encontram-se o Betsville Thawing Solution (BTS) que 

contem glicose, para fornecimento de energia, bicarbonato para controlar o pH, pequenas 

quantidades de potássio e etilenodiamino tetra-acético (EDTA) [56]. Também já foi bastante 

utilizado diluentes com base salina com glicose [57, 58], diluentes específicos para carpa [59], 

diluentes que misturam diversos substancias, como cloreto de potássio, cloreto de cálcio, 

sulfato de magnésio, água destilada, entre outros [60]. 

O diluente Mounib que contem sacarose, para o fornecimento de energia, bicarbonato 

para o controle do pH e glutationa reduzida que é um tipo de antioxidante  [61]. Esse diluente 

foi testado na criopreservação seminal de O. bonariensis, obtendo melhores resultados em 

relação ao diluente com base salina [62].  
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Os crioprotetores podem atuar internamente na célula, minimizando a formação de 

cristais de gelo na membrana plasmática [44] ou externamente, atuando na estabilização e 

fluidez de membrana [63, 64], desta forma devem fazer parte da composição do diluente de 

congelamento. A gema de ovo é um crioprotetor externo, largamente empregada para a 

criopreservação de sêmen por conter, dentre outros compostos, a lipoproteína de baixa 

densidade [46, 65]. 

 A trealose proporciona uma maior proteção para membrana plasmática aos danos 

causados pela criopreservação através da interação com os fosfolipídios e proteínas, além 

disso, promove a desidratação celular, reduzindo o fluxo de água através da membrana celular 

durante o processo de congelamento [66-68]. 

Outro crioprotetor externo que vem sendo bastante utilizado na criopreservação 

seminal são os lipossomas [69, 70], sua atuação na célula ainda não é muito conhecida, mas 

acredita-se que sua composição lipídica consiga incorporar-se às membranas das células 

criopreservadas atuando na sua estabilidade [71-73]. 

Atualmente, um composto largamente empregado para a crioproteção intracelular no 

processo de preservação de gametas masculinos de várias espécies é o glicerol [74]. 

Entretanto, este álcool apresenta algumas desvantagens para a manutenção da integridade 

celular, devido ao alto peso molecular, alta viscosidade e pouca permeabilidade. Estas 

características alteram a polimerização da proteína tubulina, modificando a forma dos 

microtúbulos associados, prejudicando a integridade da membrana plasmática, 

comprometendo a estrutura da camada de glicocálix e o balanço energético [47]. Além disso, 

também ocorre estresse osmótico, devido à retirada de água intracelular [75].  

Segundo Viveiros e Godinho [76], no congelamento de sêmen de peixes, o 

Dimetilsulfóxido – DMSO obteve melhores resultados em relação ao metanol e metilglicol, 

tornando-se o crioprotetor interno mais utilizado. A ação crioprotetora do DMSO se dá por 

alguns fatores como: a facilidade de penetração nas membranas plasmáticas, a capacidade de 

se ligar em hidroxilas evitando, de certa forma, a acumulação de radicais livres e, também, 

por ser capaz de ser oxidado [77, 78]. 

Outro agente crioprotetor interno que vem sendo utilizado são as amidas, sua ação 

crioprotetora é atribuída ao baixo peso molecular e alta permeabilidade celular, diminuindo a 

possibilidade de danos à membrana celular [79]. Seu grupo funcional amina associa-se ao 

hidrogênio da molécula de água através de uma união mais eficiente com a água, quando 

comparada à do glicerol, promovendo a formação de gel intracelular em vez de cristais de 

gelo, que são benéficos, pois minimizam as criofraturas da membrana espermática [44]. 
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Em espécies nativas brasileiras, o efeito direto da utilização das amidas nas estruturas 

celulares foi avaliado somente em espermatozoides de tambaqui (Colossoma macropomum) 

[80]. Outras espécies de peixes como Piaractus mesopotamicus, Prochilodus scrofa, Silurus 

glanis, Brycon orbignyanus, Paralichthys orbignyanus e Morone saxatilis foi avaliado o 

efeito de amidas sobre a membrana plasmática [81-85] ou sobre as mitocôndrias [84].  

Entretanto, em células espermáticas descongeladas da espécie Odontesthes 

bonariensis, não se tem relatos até o presente momento do efeito das amidas. Logo, o presente 

estudo teve por objetivo analisar a utilização de amidas como crioprotetor na criopreservação 

seminal de Peixe-rei (Odontesthes bonariensis). 
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RESUMO 

Foram testadas amidas como crioprotetores internos, para a preservação de espermatozoides 

do peixe-rei (Odontesthes bonariensis). O sêmen foi diluído em Mounib modificado, em 

seguida congelado com a adição de 2, 5, 8 e 11% de dimetilacetamida (DMA), 

dimetilformamida (DMF), metilformamida (MF), tendo como controle o dimetilsulfoxido 

na concentração de 10% (DMSO) diluído em Mounib modificado. A DMF 2% obteve 

maior taxa de motilidade (17,7 ± 1,9%) e tempo de motilidade (143,2 ± 9,7seg) (P<0,05) do 

que os encontrados com os demais tratamentos. Apesar da DMF 2% ter obtido melhores 

resultados na motilidade dos espermatozoides criopreservados de peixe-rei, ela não foi capaz 

de manter a integridade das estruturas celulares. O DMSO 10% e a MF 8% obtiveram 

melhores resultados em relação à integridade de membrana plasmática (34, 8% e 29%), 
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funcionalidade de mitocôndria (19,8% e 16,2%) e fluidez de membrana plasmática (39,4% e 

46,4%), além disso, a taxa de motilidade (11,8% e 10%) e o tempo de motilidade (81,4seg e 

71,8seg) mantiveram-se entre as melhores médias. Dessa forma, considerando os parâmetros 

avaliados, o DMSO10% e a MF8% foram associados à melhor criopreservação das células 

espermáticas de O. bonariensis.  

 

Palavras chave: Crioproteção, Sêmen, Congelação, Atheriniformes 

 

 

ABSTRACT 

Amides as internal cryoprotectants were tested for the preservation of pejerrey of sperm 

(Odontesthes bonariensis). The semen was diluted in Mounib modified in the cold followed 

by addition of 2, 5, 8 and 11% dimethylacetamide (DMA), dimethylformamide (DMF), 

methylformamide (MF), with the control dimethylsulfoxide at a concentration of 10% 

(DMSO) diluted in modified Mounib. 2% DMF motility had higher rate (17.7 ± 1.9%) and 

time motility (143.2 ± 9.7seg) (P <0.05) than found with the other treatments. Despite the 

DMF 2% have obtained better results in the motility of cryopreserved sperm kingfish, she was 

not able to maintain the integrity of cellular structures. The 10% DMSO and MF 8% did 

better on the completeness of the plasma membrane (34, 8% and 29%), functional 

mitochondria (19.8% and 16.2%) and plasma membrane fluidity (39.4% and 46.4%), 

furthermore, the motility rates (11.8% and 10%) and the motility of time (81.4s and 71.8s) 

remained between the top medium. Thus, considering the parameters evaluated, the 

DMSO10% and MF8% were associated with better cryopreservation of sperm cells of O. 

bonariensis. 
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1. INTRODUÇÃO 

O Odontesthes bonariensis (Valenciennes, 1835), popularmente conhecido como 

peixe-rei, é uma espécie de água doce encontrada em Lagoas do extremo sul do Rio Grande 

do Sul – Brasil [4]. 

O peixe-rei é um exemplo de espécie nativa que vem sofrendo alterações na sua 

população devido à sobrepesca e à poluição de seu habitat natural [5]. Espécies nativas, são 

consideradas como “patrimônio cultural” do local mantendo o equilíbrio das cadeias tróficas,e 

também, auxiliam na reciclagem de nutrientes do ambiente [15, 26].  

A fim de evitar o possível declínio das populações de peixe rei, a criopreservação 

seminal, tornou-se uma ferramenta valiosa desta espécie proporcionando benefícios valiosos à 

biologia da conservação, como a possibilidade de obtenção de gametas durante todo o ano. 

Estudos que buscam aperfeiçoar metodologias de criopeservação são fundamentais para o 

desenvolvimento de bancos de germoplasma eficientes, especialmente para espécies como o 

peixe rei que possui valor comercial e biológico elevado [34, 39]. 

Embora essa técnica venha alcançando resultados promissores em espécies como o 

Abalote (Verasper variegatus), obtendo aproximadamente 75% de motilidade espermática 

pós-descongelamento [33], a criopreservação pode causar estresse celular, decorrente das 

crioinjúrias, ocasionando diminuição na viabilidade e capacidade de fertilização do gameta 

[10]. 

Para minimizar os danos que a redução da temperatura causa nas células 

criopreservadas é necessário a utilização de agentes crioprotetores em soluções de 

resfriamento e congelamento [18], sendo que os estudos de diferentes crioprotetores e 

soluções de criopreservação são escassos para peixe rei.  

Apesar disso, sabe-se que o dimetilsulfóxido – DMSO é um crioproteror interno 

largamente utilizado entre as espécies de peixes nativos brasileiros [38], sua ação 

crioprotetora se dá por alguns fatores como: a facilidade de penetração nas membranas 

plasmáticas, a capacidade de se ligar em hidroxilas evitando, de certa forma, a acumulação de 

radicais livres e, também, por ser capaz de ser oxidado [1, 24]. Em peixe rei o DMSO foi 

testado por Lichtenstein et al., 2010[23] com resultados relevantes, apesar de terem sido 

avaliadas apenas a motilidade e taxa de fertilização, sem avaliação de estruturas celulares 

como a membrana plasmática e as mitocôndrias. 

Nesse contexto, tem sido utilizado mais recentemente as amidas que são compostos 

orgânicos com um grupo funcional amina. Sua ação crioprotetora é atribuída ao baixo peso 
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molecular e alta permeabilidade celular. Seu grupo funcional associa-se ao hidrogênio da 

molécula de água através de uma união mais eficiente com a água, promovendo a formação 

de gel intracelular em vez de cristais de gelo, que são benéficos, pois minimizam as 

criofraturas da membrana espermática [7].  

As amidas tem sido utilizadas, demonstrando ação crioprotetora satisfatória para 

mamíferos [7] e apesar da ampla utilização do DMSO para criopreservação seminal de peixes, 

o uso deste crioprotetor obteve toxicidade em Tambaqui (Colossoma macropomum), no qual, 

já obteve resultados promissores com o uso de amidas como crioprotetor [36]. 

Em peixes atheriniformes, inclusive da espécie Odontesthes bonariensis, não foi 

avaliado o efeito das amidas sobre as estruturas, como a membrana plasmática e as 

mitocôndrias espermáticas, bem como sobre a motilidade até o presente momento. Logo, o 

presente estudo tem por objetivo avaliar o efeito de três tipos de amidas (dimetilformamida, 

dimetilacetamida e metilformamida) em diferentes concentrações (2, 5, 8 e 11%) sobre as 

estruturas e motilidade de espermatozoides de O. bonariensis.  

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Coleta de sêmen  

 

O local de coleta dos animais foi a Lagoa Mangueira  que é um dos três grandes 

corpos d’água doce situados no extremo sul do Rio Grande do Sul, Brasil, localizada no 

município de Santa Vitória do Palmar, entre as coordenadas 32º47’10’’ e 33º31’30’’ de 

latitude sul e a 52º47’10’’ de longitude oeste e possui um comprimento de aproximadamente 

92 Km por 7,6 Km de largura [37].  

Vinte reprodutores de O. bonariensis foram comprados no mês de setembro de 2013 

(época reprodutiva) de pescadores da região, dos vintes reprodutores, apenas onze foram 

utilizados. Devido aos peixes não possuírem dimorfismo sexual, a identificação de machos e 

fêmeas foi feita no momento da coleta do material biológico (sêmen e/ou ovos). Somente 

foram utilizados animais medindo no mínimo 25 cm de comprimento total e peso acima de 

250g. 

A fim de que não houvesse contaminação com urina ou fezes na hora da coleta e nem 

ativação do sêmen em contato com a água, os peixes foram primeiramente secos e o orifício 
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urogenital limpo [8]. Após, a coleta foi realizada através de massagem abdominal, sendo o 

material biológico aspirado com micropipeta e ponteiras (uma para cada macho) de 200µl.  

Para a avaliação de motilidade (porcentagem de células móveis) adicionou-se 1µl de 

sêmen e 99µl de água destilada (25°C) em lâmina sob lamínula e analisou-se as amostras em 

microscópio de contraste de fases (400x), seguindo o método descrito por Sorensen (1979) 

[31]. Utilizou-se apenas o sêmen que apresentou mais que 80% (11 machos = 11 repetições) 

de motilidade após 10 segundos de ativação até a parada total dos espermatozoides móveis 

(segundos), os que não atingiram esses parâmetros foram descartados.  

 

 

2.2. Criopreservação com diferentes crioprotetores 

 

 O sêmen foi diluído na proporção 1:50 (v/v) no diluente Mounib modificado segundo 

Lichtenstein et al. 2010 [23] composto por: 127 mM de NaHCO3; 159 mM de sacarose; 0,025 

g / ml de glutationa reduzida;  pH: 8, osmolalidade 400 mOsm / kg. Após diluição em Mounib 

modificado as amostras foram divididas em 13 tratamentos nas diferentes concentrações e 

crioprotetores: 10% de DMSO e 2%, 5%, 8% e 11% de DMA, DMF e MF. Para cada macho, 

2 repetições por tratamentos foram processados. Assim, o número total de amostras foi de 

286. Todos os produtos químicos utilizados no experimento foram obtidos da Sigma 

Chemical Company (St. Louis, MO, EUA). 

Foram envasadas palhetas de 250 µl de cada tratamento. As palhetas foram 

previamente identificadas contendo o número do macho, tratamento e concentração. Após, 

foram colocadas em racks de metal permanecendo por dois minutos em temperatura ambiente 

antes de serem colocadas no dry shipper, permitindo um maior contato com os crioprotetores 

para que os mesmos penetrassem nas células espermáticas.  

 Passado os dois minutos, as racks foram colocadas no dry shipper permanecendo por 

12 horas para a obtenção da curva de congelamento. Após as 12 horas as palhetas foram 

armazenadas em botijão de nitrogênio líquido a -196ºC por oito meses.    

 

2.3. Análises espermáticas pós-descongelamento  

 

 Descongelamento 
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 O descongelamento ocorreu a 35°C durante 10 segundos [23] e o conteúdo de cada 

palheta foi depositado em microtubos contendo 200µL de Mounib para diluição dos 

crioprotetores.  

  

Análise de Motilidade 

 Esta avaliação utilizou a mesma metodologia para o sêmen fresco: Adicionou-se 1µl 

de sêmen e 99µl de água destilada (25°C) em lâmina sob lamínula e analisou-se as amostras 

em microscópio de contraste de fases (400x), seguindo o método descrito por Sorensen (1979) 

[31]. 

 

 Citometria de fluxo 

 As análises de integridade de membrana (IM), funcionalidade mitocondrial (FM), 

índice de fragmentação do DNA (IFDNA), e fluidez de membrana (FLU) foram realizadas no 

citômetro de fluxo Attune Acoustic Focusing ® (Life Technologies) equipado com lasers azul 

(488 nm) e violeta (405 nm), sendo os dados analisados através do Attune ® Cytometer 

software versão 2.1.0 (Life Technologies).   

 Para a detecção de populações espermáticas em todas as análises, as células foram 

coradas com Hoechst 33342 e detectadas pelo fotomultiplicador (PMT) VL1 (450/40 nm) e os 

eventos não-espermáticos foram eliminados com base em gráficos de dispersão [28]. A 

fluorescência verde do diacetato de carboxifluoresceína (integridade da membrana 

plasmática), rodamina 123 (funcionalidade de mitocôndrias) foi avaliada com o PMT BL1 

(530/30 nm).  

A fluorescência laranja da merocianina 540 (fluidez da membrana plasmática) foi 

detectada com PMT BL2 (575/24 nm). A fluorescência vermelha de iodeto de propídio 

(integridade da membrana plasmática) foi lida com o PMT BL3 (640 nm). Dez mil eventos 

espermáticos foram analisados por amostra a uma taxa de fluxo de 200 µL / segundo. 

 

Integridade de Membrana 

A avaliação de integridade de membrana ocorreu pela combinação das sondas 

fluorescentes diacetato de carboxifluoresceína (DCF) e iodeto de propídio (IP), sendo que o 

DCF penetra os espermatozoides e é convertido intracelularmente por esterases em células 

viáveis em um composto fluorescente não-permeável que é retido no citoplasma, ao passo que 

o IP penetra apenas nos espermatozoides com membrana lesada. A solução de trabalho 

utilizada para a coloração dos espermatozoides continha PBS, a Hoechst 33342 (16,2 µM), 
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DCF (20 µM) e IP (7,3 µM). Espermatozoides foram classificados como não lesados (DCF + 

/ IP), e lesados (DCF + / IP +; DCF- / IP +; DCF- / IP-) [14, 16]. 

 

Funcionalidade de Mitocôndria 

 A avaliação da funcionalidade mitocondrial foi feita através da sonda fluorescente 

rodamina 123 que cora mitocôndrias e concentra-se naquelas com a funcionalidade alta (alto 

potencial eletroquímico) emitindo fluorescência verde mais intensa. A Rodamina 123 estava 

presente na solução de trabalho contendo PBS, a Hoechst 33342 (16,2 µM) e rodamina 123 

(13,0 µM). Os espermatozoides foram classificados como aqueles com elevada 

funcionalidade de mitocôndrias (fluorescência elevada, maior acúmulo de rodamina) e baixo 

funcionalidade de mitocôndrias (fluorescência baixa, menor acúmulo de rodamina) [16]. 

 

 

Índice de fragmentação de DNA 

A avaliação do índice de fragmentação do DNA foi determinada pela utilização da 

sonda fluorescente metacromática alaranjado de acridina no ensaio de estrutura da cromatina 

espermática (do inglês SCSA) [12, 22].  

 

Fluidez de membrana plasmática 

A avaliação da fluidez da membrana plasmática foi determinada pela sonda 

fluorescente hidrofóbica, a merocianina 540 (2,7 mM) e Hoechst 33342 (16,2 µM) em PBS. 

As células foram classificadas quanto à alta fluorescência (alta fluidez) e baixa fluorescência 

(baixa fluidez) [14]. 

 

2.4. Análise estatística 

 

 Realizou-se estatística descritiva dos dados, sendo esses expressos como média e 

erro padrão da média. As diferentes avaliações espermáticas (motilidade, integridade de 

membrana, índice de fragmentação do DNA, fluidez de membrana,) foram consideradas 

independentes entre si, porém dependentes dos diferentes tratamentos. Os dados foram 

submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk indicando que os dados não se 

comportaram de forma paramétrica. Assim, realizou-se a normalização dos dados pela função 

arcsen e as médias foram analisadas quanto a sua variância (ANOVA) seguida comparação 

pelo teste de LSD. 
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3. RESULTADOS 

 

O sêmen coletado dos machos utilizados no experimento (n=11) apresentaram taxa de 

motilidade de 94,5±1,6% e tempo de motilidade de 147,3±10,3 segundos. 

Na análise de integridade de membrana plasmática, os tratamentos com DMSO 10%, 

DMA 11%, DMF 11%, e MF 11% não diferiram entre si (P > 0,05) e foram superiores (P < 

0,05) a grande parte dos demais tratamentos (Tab. 1).  

O DMA 11% foi o que obteve média superior em comparação às demais 

concentrações dessa amida (2, 5 e 8%). O tratamento contendo DMF 11% não diferiu 

estatisticamente dos tratamentos com DMF 8% e com DMSO 10%, porém conferiu média 

superior (P<0,05) quando comparado às demais concentrações dessa amida (2 e 5%). O 

tratamento com MF 11% obteve resultado superior (P<0,05) quando comparado às 

concentrações 2 e 5%, porém não diferiu estatisticamente do tratamento com DMSO do MF 

8% (Tab. 1). 

Quanto analise de índice de fragmentação do DNA todos os tratamentos com amidas 

(DMA, DMF e MF) em todas as concentrações (2, 5, 8 e 11%) não diferiram do tratamento 

com DMSO 10% (P>0,05), ou seja, não ocorreu fragmentação de forma significativa (todos 

menores que 2,0) (Tab. 1). 

Quanto à funcionalidade de mitocôndria, os tratamentos com DMSO 10%, DMA 11%, 

DMF 11% e MF 11% não diferiram entre si e conferiram as melhores médias. O DMA 11% e 

o DMF 11% foram superiores (P<0,05) em comparação as concentrações 2 e 5%. O 

tratamento com MF 11% conferiu melhor resultado (P<0,05) quando comparado ao 

tratamento com MF 2%. Porém, não diferiu estatisticamente em relação as demais 

concentrações (5 e 8%) (Tab. 1). 

Em relação a fluidez de membrana plasmática, o tratamento com DMF 2% foi superior 

(P<0,05) em comparação ao tratamento com DMA 8% e ao com DMF 8%. Porém, Não 

diferiu estatisticamente dos demais tratamentos (Tab. 2). 

Para a taxa de motilidade espermática, os tratamentos com DMSO 10%, DMA 2%, 

DMF 2% e o MF nas concentrações de 2, 5 e 8% estão entre os melhores resultados. Porém, o 

tratamento com DMF 2% obteve taxa de motilidade maior (P<0,05) em relação a todos os 

tratamentos com amidas e o tratamento com DMSO 10% (Tab. 2). 
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Para o tempo de motilidade espermática, os tratamentos com DMSO 10%, DMA 2%, 

DMF em todas as concentrações (2 e 5%) e MF em todas as concentrações (2, 5, 8 e 11%) 

estão entre os melhores resultados. Porém, o DMF 2% obteve tempo de motilidade maior 

(P<0,05) em relação a todos os tratamentos com amidas e o tratamento com DMSO 10% 

(Tab. 2). 

 

 

 

4. DISCUSSÃO 

 

Esse estudo é o primeiro a utilizar amidas na criopreservação seminal de Odontesthes 

bonariensis (peixe-rei). Além da motilidade avaliada por Lichtenstein et al., (2010) [23] em 

um experimento de criopreservação seminal com a espécie, o presente estudo inovou pela 

adição de avaliações espermáticas ainda não relatadas para peixe-rei, como a integridade de 

membrana, funcionalidade de mitocôndria, índice de fragmentação do DNA, fluidez de 

membrana e tempo de motilidade.  

A utilização de amidas na criopreservação seminal tem sido relatada em diferentes 

espécies: suínos [7], garanhão [2] e canguru [25] com resultados bastante diferenciados em 

relação à motilidade espermática dos espermatozoides criopreservados (53,8%, 70% e 12,7%, 

respectivamente).  

No presente estudo foi demonstrado que o tratamento contendo DMF na concentração 

de 2% promoveu taxa e tempo de motilidade de aproximadamente 18% e 143 segundos, 

respectivamente. No que se refere à motilidade pós-descongelamento com a DMF, o presente 

estudo obteve resultado bastante inferior (18%) em relação àqueles relatados para suínos 

(53,8%) e para o Tambaqui (60%) [7, 36]. 

 Resultados de motilidade pós-descongelamento para o peixe rei foram relatados por 

Lichtenstein et al., (2010) [23], porém a metodologia de avaliação foi feita através de escores 

(de 0 a 5), tornando difícil uma comparação com os nossos resultados que ocorreram através 

de um método em porcentagens (de 0 a 100%). 

Um fator importante que pode explicar a diferença nos resultados para motilidade 

entre suínos, tambaqui e peixe-rei nesses estudos utilizando amidas, é a composição do 

plasma seminal, pois segundo Viveiros & Godinho [38] esta composição pode interferir na 
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sensibilidade dos espermatozoides a ação dos crioprotetores, podendo explicar os diferentes 

resultados de criopreservação entre as espécies, e também, dentro da mesma espécie.  

O plasma seminal do O. bonariensis é composto ionicamente por 4,82 mM [K], 24,7 

mM de [Na], 0,2 mM [Ca] e 0,49 mM [Mg], além de ter um pH de 8 e osmolalidade de 350 

mOsm/Kg [23]. Espécies como o bagre asiático (Clarias macrocephalus) tem sua composição 

iônica do plasma seminal [32] no geral, contendo mais que o dobro dos íons do plasma do 

peixe rei, dessa forma, a criopreservação nessas duas espécies poderá gerar resultados 

diferentes, especialmente no que se refere à utilização dessas soluções crioprotetoras. 

O DMSO tem sido utilizado na criopreservação seminal de várias espécies de peixes 

em todo o mundo, como no salmão (Oncorhynchus masou) [17], no goraz (Sparus aurata) 

[13], no alabote (Verasper variegatus) [33] e na carpa (Cyprinus carpio) [20]. Porém, a 

motilidade pós-descongelamento dentre as espécies é bastante variável , 14,5% no salmão (O. 

masou), 94,5% na carpa (C. carpio), e 11,8% no presente estudo com peixe rei 

(O.bonariensis), demonstrando que a eficiência do DMSO é em função da espécie. 

Em peixes de água doce, a motilidade dos espermatozoides se ativa quando estes 

entram em contato com a água do meio onde vivem (meio hiposmótico) [27]. Segundo Billard 

et al [8], a motilidade vem sendo o parâmetro mais utilizado para avaliar a qualidade 

espermática, assim  a maioria dos estudos de criopreservação seminal em peixes avalia apenas 

a motilidade não sendo avaliado as organelas celulares relacionadas à capacidade fertilizante.  

Entretanto, considerando-se que espermatozoides inférteis já demonstraram algum tipo 

de motilidade [8], o comprometimento da fertilidade em nível subcelular, seja na membrana 

plasmática ou nas mitocôndrias, por exemplo, pode comprometer a capacidade fertilizante e 

isto não é demonstrado entre os parâmetros de movimentação celular do gameta masculino. 

Sabe-se que cada estrutura da célula é de extrema importância para a manutenção do 

equilíbrio e funcionamento celular. A membrana plasmática serve de barreira seletiva com o 

meio intra e extracelular [35], as mitocôndrias são essenciais para a produção de energia 

celular [6, 30], e o DNA é responsável pela transmissão da herança genética de todos os seres 

vivos [3]. 

Considerando a motilidade espermática de peixes de água doce, de acordo com Billard 

[9], para que ocorra a taxa máxima de fertilização externa o tempo de motilidade espermático 

deve ter uma duração entre 30 a 60 segundos na natureza. No presente estudo, vários 

tratamentos (DMF 2%, MF 5%, MF 2%, DMSO 10%, DMF 5%, DMA 2% e MF 8%) 

obtiveram bons tempos (> 60 s) de motilidade espermática do sêmen descongelado do O. 

bonariensis, desta forma estes garantiriam a capacidade de fertilização dos oócitos. Os 
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tratamentos DMSO 10 % e MF 8 % além de manter a motilidade acima de parâmetros 

aceitáveis, 81,4 seg. e 71,8 seg. respectivamente, foram os tratamentos que melhor 

preservaram as organelas da célula espermática. 

Assim como no presente estudo, em coelhos [19], as amidas não se sobressaíram em 

relação ao tratamento contendo DMSO, mas sim obtiveram resultados próximos na 

capacidade de preservação do sêmen criopreservado. Entretanto, em ovinos [29] a 

concentração mais baixa de MF (3%) foi a que melhor manteve os parâmetros de qualidade 

dos espermatozoides criopreservados, ao contrário do presente estudo que a MF mais eficaz 

foi a segunda mais concentrada (8%), comprovando dessa forma que a ação das amidas difere 

entre as espécies.  

O tratamento que se sobressaiu em taxa e tempo de motilidade (DMF 2%) não obteve 

resultados satisfatórios para integridade de membrana plasmática (16, 9%), funcionalidade de 

mitocôndria (11,9%) e fluidez de membrana (47,8%). Devido à inconstância dos resultados 

nas diferentes avaliações, seria precipitado eleger este crioprotetor para a criopreservação 

seminal de O. bonariensis, uma vez que  não se sabe, em condições de inseminação artificial, 

qual seria a avaliação in vitro que teria melhor correlação com a fertilização e eclosão.  Os 

tratamentos que apresentaram resultados mais próximos das médias de motilidade e tempo de 

motilidade e que obtiveram bons resultados e constância nas demais avaliações (organelas) 

são o DMSO 10% e a MF 8%. 

O fato do DMSO 10% e da MF 8% terem obtido resultados semelhantes é curioso uma 

vez que o DMSO trata-se de um álcool e a metilformamida de uma amida possuindo maneiras 

diferenciadas de atuação como crioprotetores celulares. O DMSO, entre outros fatores, altera 

a estrutura e propriedade da bicamada lipídica da membrana plasmática devido a sua interação 

indireta (desidratação induzida) com a camada externa da membrana e a interação direta com 

a região interna da bicamada lipídica da membrana [21], dessa forma ele consegue penetrar 

mais facilmente na membrana celular. Além disso, possui a capacidade de se ligar a hidroxilas 

evitando, de certa forma, a acumulação de radicais livres [1, 24].  

Já as amidas possui sua ação crioprotetora atribuída ao baixo peso molecular e alta 

permeabilidade celular, diminuindo a possibilidade de danos à membrana celular [7]. Seu 

grupo funcional amina associa-se ao hidrogênio da molécula de água através de uma união 

eficiente com a água, promovendo a formação de gel intracelular em vez de cristais de gelo, 

que são benéficos, pois minimizam as criofraturas da membrana espermática [7]. É possível 

que esta semelhança na manutenção dos padrões de qualidade das células espermáticas 

criopreservadas de peixe rei deva-se, também, ao efeito da interação desses crioprotetores 
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com as moléculas que compõem o plasma seminal, ou seja, tanto a MF 8% quanto o DMSO 

10%, quando em contato com o plasma seminal, agiram na dinâmica de criopreservação de 

modo semelhante, apesar de estes compostos terem grupos funcionais distintos.  

Em conclusão, nas mesmas condições experimentais, indicamos a utilização dos 

crioprotetores metil formamida a 8 % e DMSO a 10 %, devido a estes terem apresentado bons 

resultados e constância de resultados dentre as diferentes análises executadas nas células 

espermáticas criopreservadas de O. bonariesis. 
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ANEXOS 

Tabela 1: Avaliações espermáticas pós-descongelamento de sêmen de O. 

bonariensis: Integridade de Membrana; Índice de Fragmentação do DNA e 

Funcionalidade de Mitocôndria em tratamentos com crioprotetores – Média e Erro 

Padrão da Média (n=11 ejaculados). Médias comparadas por ANOVA seguida de 

LSD. Letras diferentes (a-g) em cada coluna diferem estatisticamente. 

x
Dimetilsulfóxido; 

y
Dimetilacetamida; 

w
Dimetilformamida; 

z
Metilformamida.  

 

 

 

 

 

Crioprotetor (%) Integridade 

Membrana (%) 

Índice 

Fragmentação 

DNA 

Funcionalidade 

Mitocôndria 

(%) 

     

DMSO
x
 10 34,8±1,0

ab
 0,75±0,10

a
 19,8±1,5

abc
 

     

DMA
y
 2 17,3±1,7

ef
 1,09±0,14

a
 9,9±1,2

g
 

 5 23,8±3,0
cd

 0,67±0,11
a
 12,2±1,4

efg
 

 8 30,2±2,0
b
 0,70±0,08

a
 14,9±0,8

def
 

 11 36,3±2,2
ab

 0,69±0,08
a
 19,6±1,7

abcd
 

     

DMF
w
 2 16,9±1,3

f
 0,97±0,06

a
 11,9±1,0

fg
 

 5 22,3±1,4
def

 0,85±0,13
a
 15,1±1,5

cde
 

 8 30,3±2,2
b
 0,90±0,09

a
 16,6±2,0

bcdef
 

 11 34,5±2,3
ab

 0,84±0,12
a
 23,7±3,0

a
 

     

MF
z
 2 17,3±1,3

ef
 0,91±0,08

a
 13,0±0,8

efg
 

 5 23,0±1,9
de

 1,0±0,12
a
 16,8±1,4

bcde
 

 8 29,0±2,6
bc

 1,18±0,24
a
 16,2±1,7

bcdef
 

 11 34,9±3,2
ab

 0,82±0,10
a
 20,3±2,6

ab
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Tabela 2: Avaliações espermáticas pós-descongelamento de sêmen de O. 

bonariensis: Fluidez Membrana, Taxa de Motilidade e Tempo de Motilidade – 

Média e Erro Padrão da Média (n=11 ejaculados). Médias comparadas por ANOVA 

seguida de LSD. Letras diferentes (a-f) em cada coluna diferem estatisticamente. 

 

Crioprotetor (%) Fluidez 

Membrana (%) 

Taxa 

Motilidade (%) 

 Tempo 

Motilidade(s) 

     

DMSO
x
 10 39,4±4,3

abc
 11,8±1,5

b
 81,4±10,2

 bcd
 

     

DMA
y
 2 46,1±3,7

ab
 10,9±1,9

bc
 72,6±10,9

 bcdef
 

 5 39,6±3,2
abc

 5,9±1,7
cde

 38,0±10,0
 ef

 

 8 35,4±3,4
bc

 3,6±1,1
e
 34,4±10,0

 f
 

 11 37,9±3,8
abc

 4,1±1,9
e
 39,0±15,2

 ef
 

     

DMF
w
 2 47,8±4,6

a
 17,7±1,9

a
 143,2±9,7

 a
 

 5 43,1±4,7
abc

 8,2±1,6
bcde

 74,8±14,1
 bcde

 

 8 33,1±2,9
c
 5,4±1,4

de
 49,2±11,9

 cdef
 

 11 41,1±4,1
abc

 3,6±1,0
e
 43,2±12,8

 def
 

     

MF
z
 2 45,8±4,1

ab
 10,5±2,5

bcd
 84,1±16,2

 bc
 

 5 43,6±5,2
abc

 11,8±2,7
b
 94,4±21,8

 b
 

 8 46,4±4,6
ab

 10,0±2,3
bcd

 71,8±16,2
 bcdef

 

 11 45,0±4,7
ab

 5,5±1,6
de

 54,2±17,6
 cdef

 

x
Dimetilsulfóxido; 

y
Dimetilacetamida; 

w
Dimetilformamida; 

z
Metilformamida.  

 

 

 

 

 

 

 


