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RESUMO

A criopreservacdo do material genético de peixesoto uma ferramenta imprescindivel,
tanto para conservacao de biodiversidade comoprathucdo. No entanto, estocar embrides
de peixes em nitrogénio liquido (-196°C) e congepaa tempo indeterminado ainda ndo e
possivel. Recentemente, a evolugcdo nas pesquisasmapreservacao possibilitou estocar
embrides a —8°C, por até 24 horas. Este fato apoptssibilidade de criopreservar embrides
de peixe, e a biotécnica de resfriamento por cpexodo ja tem aplicacdes praticas. O
presente estudo teve como objetivo avaliar a efcé de diferentes crioprotetores nos
processos da criopreservacdo (congelacdo, vigdwae resfriamento) de embribes de
tambaqui Colossoma macropomymEmbora parte dos objetivos propostos tenha sido
alcancados, nos testes de criopreservacdo, somaad@sclarecimento dos aspectos
importantes quanto aos danos causados aos emlaxigsm ainda muitas etapas para tornar
viavel a criopreservacdo de embrides de peixes.tékies, foram identificadas injarias nos
embrides em todas as etapas do processo de caamedagdo a fase com maior incidéncia na
estabilizacdo em -35°C e ap0s a submissdo em érlimgliquido e posterior
descongelamento. No momento do “seeding” (inducéiastalizacao a -7°C), além de menor
ocorréncia de injarias, maior porcentagem de erabrifom corion foram verificados. As
curvas de resfriamento nos testes de congelacéewitacam a formacao de cristais de gelo, o
que inviabilizou a congelacdo dos embrides @e macropomum No experimento de
vitrificacéo, o metanol 20% com dois minutos de@stgao pré-imersao ao nitrogénio liquido
preservou o cérion e algumas estruturas celul&m@dora tenha evitado maiores danos nao
foi suficiente para evitar a mortalidade dos emd®j6o que abre perspectivas para
continuidade nos estudos em criopreservacao dei@shlie peixes. Etilenoglicol, DMSO e
glicerol foram toxicos nas concentracfes mais el@yq20 e 30%), ndo sendo interessante

para a vitrificacdo dos embrides e macropomumNos testes de resfriamento a -8°C, os



tratamentos com etilenoglicol, glicerol e DMSO a&$s@os a sacarose ndo resultaram em
respostas satisfatorias. Para armazenar embrid€s me@cropomuna -8°C, por um periodo
de seis horas, sugere-se solucdes crioprotetonasacarose 17% associada ao metanol 10%.

Palavras-chave: biotecnologia, conservacao, crioprotetores, geagtgroducdo animal,

reproducao



ABSTRACT

Cryopreservation of genetic material of fish hasdme a tool essential for preservation of
biological materials and production. However, stogkof fish embryos in liquid nitrogen (-
196°C) and maintain indefinitely is not yet possibRecently, developments in research on
cryopreservation allowed storing embryos at -8°C2# hours. This indicates the possibility
of fish embryo cryopreserving, moreover, the bibtecal cooling for a short time already has
practical applications. The present study aimedevaluate the efficiency of different
cryoprotectants to the processes of cryopreservdfreezing, vitrification and cooling) of
tambaqui embryosQolossoma macropomymbDespite not having succeeded in tambaqui
embryos cryopreservation important points has hdernfied as related to damage to the
embryos. Injuries and morphological changes in gogmvere identified at all stages of the
freezing process, being higher with stabilizatian36°C after being submerged in liquid
nitrogen and thawed. At the moment of the seedegides a lower incidence of injuries, a
higher percentage of embryos with chorion were olesk The freezing curve protocols
tested have not prevented the formation of icetalysthus turning unfeasible ther embryonic
embryosC. macropomunfreezing. In the experiment of vitrification the thanol 20% with
two-minutes of pre-immersion in exposure to liqaittogen, preserved the chorion and some
cellular structures. Although it avoided furthentege was not sufficient to prevent mortality
of embryos, these results open perspectives faimu@d studies on cryopreservation of fish
embryos. Ethylene glycol, glycerol and DMSO wergidaat higher concentrations (20 and
30%) not being interesting for the vitrificatiod embryosC. macropomumin tests of
cooling to at -8°C treatments with ethylene glycglycerol and DMSO associated with
sucrose did not result in satisfactory answersstboe embryos ofC. macropomunat -8°C

for a period of six hours is suggested cryoprotacsmlutions with 17% sucrose combined

with 10% methanol.



Key words: biotechnology, conservation, cryoprotectors, gesgtanimal production,

reproduction.



|. INTRODUCAO

O desaparecimento de espécies de peixes na natrgmansuravel, resultado de
inimeras ac¢des antropogénicas, como; sobrepessmatianento de mata ciliar, poluicdo
urbana, assoreamentos, barragens de rios paraelgidicas e uso indiscriminado de
agrotoxicos. Tal custo ambiental e de oportuniddelemercado (piscicultura) desperta os
grupos cientificos para a problematica e levaensificacdo dos estudos sobre a preservagao
de material genético. Embora se consiga de forncgeetfe a criopreservacdo de sémen o
mesmo nao acontece ainda com embrides e oocitpgigkes (Zhang et al., 2004; Herraéz,
2009, Fornari et al.,, 2010). Todavia, para coniritefetivamente na minimizacdo dos
impactos negativos, faz-se necessario o desenvattonde biotécnicas de criopreservacao
como forma de garantir a preservacdo por tempotendéado, e consequentemente, a
formacédo de bancos de germoplasma completos, coaftoi sugerido por Harvey (2000).
Assim gametas obtidos de populacdes silvestreaativeiros poderdo ser preservados por
um curto ou longo periodo em programas de reprajuedposteriormente utilizados na
conservacao de recursos genéticos ou para a candecéstudos de melhoramento animal
(Gwo, 2000; Gorman, 2000). Esse tipo de tecnolqmganitira o fornecimento de alevinos ao
longo do ano, principalmente nas entressafrasrdirppcomo componente experimental para
estudos avangados, tais como transferéncia de (€has & Liao, 2001).

A congelacao de embribes envolve processos tasitms$i como quimicos, relativo ao
controle da variacdo de temperatura (gradual oschju a avaliacdo da permeabilidade dos
crioprotetores para as células (solugcbes compastaagicar e alcool) e da toxidez dos
crioprotetores (Bart, 2000; Ninhaus, 2004; Foreaal., 2010). Permite ainda a avaliacdo de
um conjunto de fatores biolégicos que dificultantanservacdo de embrides sob baixas
temperaturas, tais como: (I) tamanho do ovo, rasdd em uma reduzida razdo entre a

superficie e o volume, que pode retardar o fluinfko da agua e do crioprotetor; (Il) grande



tamanho das células, podendo facilmente ser ronthidante a congelacédo; (lll) a complexa
compartimentalizacdo entre o blastoderme e o vitple possuem diferentes propriedades de
permeabilidade; (IV) membranas semipermeaveis aneion podem dificultar a entrada e
saida de agua e do crioprotetor; (V) potencial ukxetibilidade do embrido a danos pelo
resfriamento, sendo esse inerente a cada espéamwef] 1983; Stoss, 1983; Zhang &
Rawson, 1995; Hagerdorn et al. 1997; Herraéz, 2009)

Dessa forma varios fatores ainda dificultam a @ficia do processo da criopreservacao
de embrides de peixes, e 0 conhecimento de todatpas para identificar quando e como
ocorrem as alteragcdes morfologicas danosas aosGaspbpodera minimizar ou até mesmo

corrigir e permitir avangos para o sucesso destadnologia.

ll. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Espécie: TambaquiColossoma macropomum)

O tambaqui (Figura 1 uma espécie pertencente a familia Characidadfansilia
Serrasalminae (Gracas & Pavanelli, 2007), sendopaixe de grande porte, podendo na
natureza medir 1 m de comprimento e pesar 45 kgafuridade sexual é atingida entre o
terceiro e quarto ano de vida. E um peixe quezagiiandes migracées durante a reproducao.
Em cativeiro, é relativamente facil a obtencéo ametas de qualidade, através de técnicas de

reproducdo artificial (Castagnolli e Zuim, 1985pkeoa-Barrero et al., 2011).
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Figura 1. Tambaqui

genético Aquabrasil.

ssoma acropoml)mexemplr do programa de melhramento

E uma das espécies mais importantes para a pesfissipnal da Amazonia e ja
apresenta visiveis pausas de sobrepesca, em redoc¢&iolume de pesca e tamanho de
captura (Lopera-Barrero et al., 2011).

E a espécie nativa mais cultivada no Brasil, corurde cada vez maior crescente
(FAO, 2010), e faz parte do programa de melhoramgenético de peixes nativos do Brasil
(Embrapa, Universidades e empresas privadas quetitcem a grupo Aquabrasil), tornando
fundamental o desenvolvimento de biotecnologia pamaopreservagao.

O embrido de tambaqui apresenta didametro médio,den®h, sendo que 0 espaco
perivitelino representa cerca de 30% do tamanhmwp (Figura 2). A diferenciacdo do
embrido se da em aproximadamente seis horas eosdecbcorre em 14 horas apos a

fecundacéo, em temperatura média de 28°C (Botexig €004).



Figura 2. Embrido deColossoma macropomuy = corion;B = blastodermeC = vitelo eD
= espaco perivitelino.

2.2. Agentes crioprotetores

Agentes crioprotetores sdo essenciais ao processoridpreservacdo de células,
porgue em sua auséncia ocorre a formacdo de sri#agelo, que séo letais para as células
(Polge, 1949; Denniston et al., 2000; Leibo, 206@)r outro lado, apesar de necessério, a
toxidez desses agentes pode causar danos irrejga(éérias) as ceélulas, principalmente
durante a entrada ou saida das mesmas (Chao &2084). A mudanca abrupta do volume
celular, resultante da rapida introducdo e remalg&ocrioprotetores, pode acarretar severos
danos estruturais (Renard & Cochard, 1989). Asasauw®e injurias dos crioprotetores as
células podem ser de origem osmatica, bioquimicdisico-quimica (Fahy, 1983). Assim,
para a evolucdo dos estudos de criopreservac@ia-serimportante, identificar nas diferentes
etapas do processo de congelacdo ou vitrificac@ooaréncia de alteracfes fisicas e ou
mecanicas, correlacionando-as ao tipo e concewtrdgéacrioprotetor (Renard & Cochard,
1989).

Os crioprotetores sdo classificados de acordo coforraa de acdo nas células.
Substancias como glicerol, dimetil-sulfoxido (DMSQyropileno-glicol, etileno-glicol e
metanol, de baixo peso molecular sdo conhecido® @gantes crioprotetores intracelulares,

gue atravessam as membranas celulares com refatitmlade (Denniston et al., 2000),



promovendo a desidratacédo e evitando a formacawistais de gelo no interior das células
(Schneider & Mazur, 1984). Por outro lado, molésutamm alto peso molecular e que,
portanto, ndo permeiam as células, como sacardeesa lactose, polivinilpirrolidona

(PVP), rafinose, manitol, entre outros, sdo comamies crioprotetores extracelulares
(Niemann, 1991; Denniston et al., 2000), com adorde auxiliar na desidratac&o intracelular
atuando na pressdo osmadtica (saida/entrada do rateap intracelular), evitando

principalmente os danos as proteinas de membr&wtarid et al., 1976), e alterando a

formacdao dos cristais para um tamanho e formatum@Palaz & Mapletoft, 1996).
2.3. Agentes crioprotetores para embrides de peixessua toxidez

A toxidez dos crioprotetores pode ser verificadawsma série de estudos realizados
com embrides de diferentes espécies de peixes.t&sisi®z pode variar com a espécie e
estadio de desenvolvimento embrionario. Para embi@ “red drum”$ciaenops ocellatyis
Robertson et al. (1988) testaram glicerol, DMSGlemd-glicol, metanol, sacarose e sal
marinho e observaram que o metanol e 0 DMSO apsrsem menor toxidez para a espécie
que os demais crioprotetores testados. Porém, grataioes de “turbot” cophthalmus
maximu$, 0 DMSO foi menos téxico que o metanol e o etitghicol no estudo realizado por
Cabrita et al. (2003). A acao toxica do criopratdtombém pode estar relacionada com as
fases do desenvolvimento do embrido, como demaasirdinnyés et al. (1998a) em
embrides de carpaCyprinus carpi9. Em estadios de morula e segmentacdo, o DMSO foi
menos toxico que o metanol. Por outro lado, quarsdioatimentos cardiacos dos embrides de
C. carpioeram perceptiveis, o0 metanol foi menos toxico.oAcentracado do crioprotetor e
temperatura também influenciam na toxidade do ooiepor. Concentracdes acima de 2,0 M
de metanol, a temperatura de 4°C, sao letais pabai@es dd_abeo rohitae Catla catlano
inicio da formacdo da nadadeira caudal (Ahammadl.et1998). Por outro lado, para

embrides de “mrigal” Qirrhinus mrigald houve 100% de mortalidade mesmo na



10

concentracdo de 1,0 M. Embrides de “zebrafi®8rachydanio reriy, no estadio em que 0s
batimentos cardiacos eram percebidos, Zhang & Rabk@95) mostraram que a 0°C, o
metanol a 1,0 M foi mais eficiente na viabilidade 8 horas (sobrevivéncia de 78%) do que
na concentracdo de 2,0 M. Entretanto, quando aeltyra passou para —-5°C (18 horas
também) a concentracdo de 2,0 M manteve 95% dogidasbviaveis, enquanto na
concentracdo de 1,0 M, caiu para 33,3%. Fornal.€2012) destacaram o uso de metanol
9% associado a sacarose para 0 armazenamentddéeside pacuP. mesopotamicls| -
8°C, por até 24 horas. Estudando embride€ dearpiq em estadio de mérula e 50% de
gastrulacdo, expostos a solucdes crioprotetords0d®! por uma hora a temperatura de 4°C,
Dinnyés et al. (1998b) observaram maior susceut#ule a toxidez primeiro ao glicerol, em
seguida ao DMSO e por ultimo ao metanol. Poréemmdpi®s autores mantiveram os mesmos
tratamentos, utilizando embrides em estadio derthiea@at” (batimento cardiaco), o DMSO
foi o mais toxico, seguido pelo glicerol e depoimetanol.

Os agentes crioprotetores intracelulares poderef&dto benéfico otimizado quando
associado a crioprotetores de acao extracelulaa Panniston et al. (2000) crioprotetores
como a sacarose, aumentam a concentracdo do sekitacelular, provocando um
“fechamento” das células embrionarias para a eatrdd agua. Este efeito osmoético
significativo exercido pela sacarose provoca unwegéo a desidratacdo demasiada na pré-
congelacédo (Rawson, et al., 2000), reduzindo alézxdos crioprotetores (Ahammad et al.,
2003). A sacarose, na concentracédo de 0,1 M, askocom metanol a 2,0 M, foi sugerida
por Ahammad et al. (2002) como um meio de proteg@oente para embrides @& carpia
Em outro trabalho com embrides @e carpig Ahammad et al. (2003) detectaram que a
concentracdo ideal do crioprotetor extracelular,caso da sacarose, deve ser de 0,5 M
quando associado ao metanol. Em concentracdes atexiazdas de sacarose ha ruptura do

vitelo resultando em mortalidade total. Estes tadok foram similares aos encontrados por
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Streit Jr. et al. (2007) e Fornari et al. (2012)apa pacu Riaractus mesopotamicysuma
espécie nativa reofilica sulamericana. O metaneb@sdo a sacarose também foi sugerido
por Fornari et al. (2011) durante o resfriamentoed@rides de cascudo pretehfnelepis
aspera.

2.4 Resfriamento

A biotecnologia para conservacdo de gametas degpgbpm ampliando rapidamente
nos ultimos anos, impulsionada principalmente pedastria aquicola (Lopera-Barrero et al.,
2011). Nos ultimos 25 anos, atencédo especial &iditada a criopreservacdo de ovos e
embrides de peixes, mas até o0 momento os result#Edosontraproducentes (Zhang et al.,
2008), e com isso € utilizado o resfriamento colterraativa, podendo oferecer informacdes
gue colaborem com a criopreservacéao (Streit &l.,e2007; Fornari et al., 2011).

A técnica de resfriamento consiste em submeterlwi@ma uma solucao crioprotetora
e em seguida manté-lo estocado por um determinaidodo em temperaturas as mais baixas
possiveis (Ahammad, et al., 2003).

Os primeiros protocolos de resfriamento de embridegeixes migradores foram
descritos por Ahammad et al. (1998) plaraohita, C. catlae C. mrigalhae por Ahammad et
al. (2002) pardC. carpia Para as espécies de peixes nativas sul-amerjcaimag Jr. et al.
(2007) utilizaram como espécie modelo a espéeie mesopotamicusEm estudos
subsequentes, Fornari et al. (2012) com a mesngeiespumentaram o tempo de estocagem
a — 8°C, de seis para 24 horas e Lopes et al. Y2ja&aram a curva de resfriamento para
1°C/mi,. até o armazenamento a -8°C. Fornari €2@l1) sugeriram o mesmo protocolo para
estocar embrides dR. asperaa -8°C/seis horas. Durante os estudos de resfitamao
definir protocolos, além da curva de resfriamentesisténcia do embrido ao frio, definiu-se

0s crioprotetores mais eficientes, que é outro a@spde fundamental importancia para o
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dominio da técnica e a base para a criopreserv@&o et al., 1995; Zhang & Rawson,
1995; Hagedorn et al., 1997).

Além de contribuir para os estudos de criopres@wag@s beneficios apontados a
partir do dominio da biotécnica de resfriamentois@meros como, por exemplo: permitir a
coleta de embrides em lugares remotos; manté-lagekigerador durante o transporte até um
local em que possam ser incubados com maior segui@n ainda na sincronia de desovas

(Hagedorn & Kleinhans, 2000; Ahammad et al., 20Fa8nari et al., 2011).
2.5 Congelacéo

Baseados nos trabalhos desenvolvidos por Polg®)1®n sémen de galo, surgem
na década de 1970 os primeiros relatos com emhid@&esmundongos (Whittingham et al.,
1972 e Wilmut, 1972). Esses autores concluiramegteevento sé pode ser realizado atraves
de um processo lento de congelacdo expresso atlavésrvas de congelacdo. Nos ultimos
anos, varios metodos de congelacdo de embridesdsowwaseiam numa curva de congelacao
padrdo desenvolvido por Willadsen et al. (1976 8)9Dessa forma, o processo esta definido
em quatro etapas: (I) submeter os embribes a solrgdprotetora e aloca-los em palhetes
(0,25 ou 0,5ml); (1) definir a curva de resfrianb@meterminando o momento do “seeding”
(inducéo a cristalizacdo da solucéo, -6 a -9°Q); €stabelecer a temperatura final da curva
pré-transferéncia para o nitrogénio liquido (estedpdo entre -30 a -35°C); (IV) transferéncia
para o nitrogénio liquido e descongelacao (Willadseal., 1976; Rawson & Zhang, 2005;
Caetano et al., 2011).

Leibo & Mazur (1978) e Palasz & Mapletoft (1996) straram a importancia da
inducdo da cristalizacdo do meio extracelular “segd antecedendo a congelacdo do meio
contendo os embrides, proporcionando as condicéessaarias para uma retirada lenta de
agua do meio intracelular através da formacéo de e espaco extracelular. Os autores

fazem algumas observacdes sobre o procedimentsegelihg” que devem ser consideradas,
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dentre elas o instrumento a ser usado para efetuaducdo da cristalizacdo deve ter
temperatura abaixo da temperatura da amostra. ldasetavel empregar instrumentos muito
grandes para proceder a inducdo da cristalizac@amdstras desproporcionalmente menores,
porque a massa relativa de um instrumento muit@mmasfria as amostras por temperaturas
muito baixas. Desse modo, os embrides sao lesafus lmja neste momento congelacao
intracelular. Instrumentos muito pequenos tambémo Ba0 desejaveis, por aquecer
rapidamente apos ser retirados do nitrogénio laqu@toque para a inducéo da cristalizacao
deve ser realizado preferencialmente na regido @ann@o estejam os embrides, como no
menisco superior da coluna central da palheta.

A desidratacdo das células durante o resfriamegperdie diretamente da velocidade
de reducédo da temperatura. Curvas de resfriamdimt@ms variam consideravelmente, em
funcdo das diferencas entre os tipos de célulase@ a quantidade de agua intracelular,
tamanho da célula, permeabilidade da membrana paeatrada e saida de agua e, o
coeficiente de temperatura (Hagedorn et al., 199@dando o resfriamento é suficientemente
lento, ocorre a perda de agua por osmose, suportadesidratacdo e mantendo o equilibrio
do potencial quimico da solugcédo no meio intracelotem a agua extracelular (Mazur, 1984).
Porém, este mesmo autor mostra que mesmo assimposi@o das células a solucéo
crioprotetora causa um estresse osmotico que, depda da concentracdo, duragcdo e
temperatura de exposicao na solugdo, pode levd@lu@ entrar em colapso. Por outro lado,
se o resfriamento for rapido, o potencial quimiecagua e da solucdo extracelular diminui
mais rapido que a &gua intracelular, resultandoaguom intracelular remanescente que,
eventualmente, forma gelo intracelular que muiezes € letal para as células (Zhang et al.,
2008).

Nos ultimos anos, varios métodos de congelacdond®i@es bovinos baseiam em

uma curva de reducéo da temperatura padréo deselovpbr Willadsen et al. (1976). Esses
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trabalhos correlacionam a queda de temperaturaueg@id do tempo obtido com velocidade
de 0,3 a 1°C/minuto e, a inducdo a cristalizacdcsa@acao crioprotetora “seeding” na
temperatura de -7°C, com gradativa queda entre -33°C e posteriormente armazenado em
nitrogénio liquido ().

Estudos realizados por Zhang et al. (2003) com @edrde zebrafishD@anio rerio)
demonstraram o efeito das curvas de resfriamerdntal (1°C/minuto); intermediaria
(30°C/minuto) e rapida (300° C/minuto), utilizandocrioprotetor metanol, em diferentes
estadios embrionarios. Os autores verificaram geéeibo do metanol foi mais pronunciado
quando os embrides foram submetidos ao resfriamlento, ndo apresentando diferencas
significativas em relacdo ao controle ndo resfriddbs demais curvas de resfriamento, a taxa
de ecloséo apos o resfriamento foi significativaimenenor. Lopes et al. (2012) sugeriram no
processo de resfriamento de embrides Rlemesopotamiciysseja aplicada a curva de
resfriamento com queda de 1°C/min até atingir -8°C.

2.6 Vitrificagéo

A vitrificacdo € um procedimento de congelacdoaultapido, caracterizado pela
solidificacdo instantanea de uma solucéo liquidmaindo-se vitreo (Al-Hasani & Khaled,
2008). Para o processo da criopreservacao € priahardiso de crioprotetores que penetram
nas ceélulas (Zhanng, 2004; Herraéz, 2009). Pana asscrioprotetores sédo utilizados em alta
concentracdo, promovendo a desidratacdo da céitda do processo de resfriamento rapido
(Denniston et al., 2000). A solucéo de vitrificaggmtém uma combinacéo de crioprotetores
de baixo e alto peso molecular. Os crioprotetoeebaixo peso molecular penetram na célula
e protegem o citoplasma durante a congelacao.Rar lado, os crioprotetores com alto peso
molecular ndo penetram na célula, porém sdo agefdé&sos na desidratacdo extracelular

(Rawson, et al., 2000; Caetano et al., 2011).
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A vitrificacdo de embrides de peixe tem como obgetireduzir os danos
ultraestruturais a varias células, causados petaalgho intra e extracelular de cristais de gelo
(Rall, 1987; Kasai, 1996) e minimizando, desta nranes efeitos deletérios da sensibilidade
ao frio dos embrides (Zhang & Rawson, 1995; Hageedbal., 1997).

A principio, a alta concentracéo final da soluc&ovdrificacéo evita a formacao de
gelo no interior da célula (Rall & Fahy, 1985, Deston et al., 2000). Para Rana (1995) as
concentracdes de crioprotetores ndo toxicas aod@slsituam-se entre 7 e 15%. Entretanto,
para Bart (2000) as concentracdes de 7 a 15 %ns@dicientes para o procedimento de
vitrificacdo, havendo a sugestdo de que a vitghcaseja feita em dois passos: primeiro, 0s
embrides seriam expostos a uma solucao de babcewwacdo (5 a 10%) de crioprotetores
para depois serem colocados, rapidamente, em oomnaalta concentracdo (15 a 30%) de

crioprotetor.
2.7 Injarias celulares ocasionadas pelo processo deopreservacao

A criopreservacdo pode causar danos as célulasinponeros fatores conforme
destacado por Herraez (2009), como: a velocidadeudaa de resfriamento “cold shock”;
estresse osmotico pelas variacdes de concentrad@emeio externo; toxicidade dos
crioprotetores e o ponto de solidificacdo (momemoque tudo se torna vitreo).

O efeito do resfriamento depende da sensibilidadeadia tipo de célula ao choque
frio, como por exemplo, em sémen e embrides de fearsi que se mantém em temperatura
entre 30 e 40°C, quando submetidos a temperatuea®res que 4°C, podem sofrer uma
alteracéo na fluidez das membranas (Adam, et 295;1Lahnsteiner, 2008; Herraez, 2009).
No caso dos peixes de agua fria, em temperatura® de4°C os embrides ndo sofrem
alteracbes, porém, entretanto, o decréscimo a 41520°C pode ser crucial para a sua

viabilidade (Ahammad et al., 2002; Zhang et alQ3)0
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A estrutura mais prejudicada com a reducéo de teatya é a membrana plasmatica
que pode perder a disposicao de seus lipidiosayoem uma bicamada. Quando tais lipidios
alcancam seu momento de transicdo, a membranadgsdeganizar-se e depois se tornar um
pacote formando pequenas micelas. Desta formarnaafdo tipica do mosaico fluido da
membrana € perdida, afetando a permeabilidade rasofiin¢cdes celulares (Adam et al.,
1995). Os lipidios se desorganizam e as proteinasegistem entre eles formam canais
permeaveis e as moléculas de reconhecimento stwafe(Harvey, 1983). Além disso, a
superficie celular tem regides ou dominios difeeentom funcdes especificas. Quando se
perde 0 mosaico fluido durante a congelacdo ocememuitos casos, perdas do material
celular (Mazur, 1984; Cerda, 2002; Li et al., 2008)

Segundo Billard & Zhang (2001), a criopreservac@o etinbrides de peixes tem
apresentado varios problemas associados com ag@$pgausadas durante os processos de
congelacédo e de descongelacdo. Quatro caractasigio particular tém sido identificadas
como possiveis responsaveis pelo insucesso daeerdde tentativas de utilizacdo do
processo: (I) o fato da maioria dos ovos de pesegem maiores que 1 mm de diametro, o
que resulta em uma baixa taxa de area por volucoasequentemente ha reducao da taxa de
fluxo de agua e dos crioprotetores durante os pasam a criopreservacao; (Il) a grande
quantidade de vitelo e as diferentes caractersstieaoticas dos varios compartimentos do
embrido; (Ill) os ovos de peixe apresentam um cerwmpkistema de membranas (Salinas-
Flores et al., 2008), sendo que algumas destasigqosbaixa permeabilidade; (IV) e a alta
sensibilidade ao frio, de algumas espécies, regldtaem danos irreversiveis durante o
processo de criopreservacdo. Relacionando injangsrocesso de criopreservacdo Ninhaus-
Silveira et al. (2008) verificaram alteracbes w@tauturais apdés a congelagdo e

descongelacdo de embrides de curimBaoghilodus lineatus e Fornari et al. (2010)
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destacaram os principais danos extravasamentotele,vuséncia de corion e blastoderme
danificada, causados pelo processo de criopreservBcembrides de. mesopotamicuis

A inovacdo com biotecnologias voltadas ao aprimerdgm do manejo reprodutivo
permitira o incremento da producdo aquicola ques gwdpiciar um cenario competitivo com
outras proteinas de origem animal, bem como cairstitferramenta em programas de
melhoramento genético. Percebe-se, no entanto @uenhongo percurso para o dominio da

técnica de criopreservacao.
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lll. OBJETIVO GERAL

Avaliar os processos de resfriamento, congelagéinigcacdo em embrides de tambaqui
(Colossoma macropomyra fim de estabelecer protocolos de criopreseonvaca
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IV. Protocolo de resfriamento para embrides de taméqui Colossoma macropomum

Darci Carlos Fornari®
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Resuma Objetivou-se avaliar diferentes solugdes crioggimts no resfriamento a -8°C/seis
horas em embrides de tamba@ulossoma macropomuriRoram selecionados 300 embrides
viaveis, na fase de pds-gastrulacédo e submergimosoticdes crioprotetoras compostas por
crioprotetores intracelulares: etilenoglicol, glige metanol e DMSO na concentracdo de
10% combinando com duas concentragdes de criopragtracelular, sacarose 8,5 e 17% e
diluidos em &gua destilada para completar 100%oldga0o. Apds dois minutos nas solucdes
de resfriamento, 30 embrides de cada tratamenamfalocados em palhete de 0,5 ml.
Imediatamente foram submetidos a reducao gradu@ndeeratura (1°C/min) até atingir -8°C
e permaneceram estocados por seis horas. Apdspo denarmazenamento sob resfriamento
os embrides foram retirados e transferidos pangbaxdoras de quatro litros, e, observou-se a
taxa de eclosao. Etilenoglicol, glicerol e DMSOaassdos a sacarose nas duas concentracdes
nao foram eficientes como crioprotetores. Para sfrisenento de embribes d€.
macropomuna -8°C, por seis horas, sugere-se utilizar umacgol crioprotetora composta de
sacarose 17% associada ao metanol 10%.

Palavras-chave biotecnologia, criopreservacao, crioprotetoryoepcéo, sacarose

Cooling protocol for embryos of tambaquiColossoma macropomum

Abstract: The objective was to evaluate different cryopetaat solutions for cooling at -8 °
C / six hours in embryos of tambadlvlossoma macropomur@00 embryos were selected in
the post-gastrulation and submerged in cryoprotéctalutions consisting of intracellular
cryoprotectants: ethylene glycol, glycerol, metHamad DMSO at a concentration of 10%
combined with two concentrations of extracellulayoprotectant, sucrose 8.5 and 17%
diluted with distilled water to complete 100% ogttkolution. After two minutes in cooling
solutions, 30 embryos per treatment were place@l5nml pallet. Immediately submitted to
gradual lowering of temperature (1°C/min) up toG8and remained stored for six hours.
After the storage time under cooling the embryosewemoved and transferred to incubators
of four liters, and observed the hatching rate. Tésults with ethylene glycol, glycerol,
sucrose and DMSO associated with the two concemtsatvere not effective. For the cooling
of embryosC. macropomunat -8°C for six hours it is suggested to use amrytectant

solution comprising 17% sucrose combined with 10éthanol.
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Key words: biotechnology, cryopreservation, cryoprotectagproduction, sucrose

Introducao

A criopreservacdo de embrides de peixes até o rmieesmomento ndo € uma
tecnologia dominada, apesar de inumeros esforcage@dorn et al., 2004; Zhang et al., 2004;
Lahnsteiner, 2008; Fornari et al., 2010), no entaattécnica de resfriamento de embribes é
desenvolvida com eficiéncia e com aplicacdo prddeammad et al., 2002; Streit Jr. et al.,
2007; Fornari, 2012). Através desta biotecnologipoésivel resgatar embrides de lugares
remotos (Ahammad et al.,, 2003), sincronizar desopag otimizar incubadoras no
laboratério de producgédo, facilitar a logistica mieicambio de material genético entre
pisciculturas ou na conducao de ensaios cientifiGeg, 2000; Gorman, 2000).

Um aspecto importante da pesquisa com resfrianestéorelacionado, a identificagdo
da capacidade criopreservante dos crioprotetor@sigalmente porque nesse processo se
trabalha com a faixa de temperatura critica pa@beevivéncia do embrido. O efeito benéfico
dos crioprotetores aos embrides em temperaturaatinegy de acordo com Mazur (1977)
acontece no momento de submeter uma suspensdarceluhtendo crioprotetores a
temperatura ao redor de -5°C. De acordo com o ,atdoto as células como o meio
circundante provocam a redugéo do ponto de saatifio da solugéo, em fungéo da adicao de
substancias crioprotetoras. O autor ainda atrilouie em temperaturas entre -5 e -15°C, o
meio se torna vitreo e ocorre propensao a formdgaaristais de gelo, tornando esta faixa de
temperatura a mais critica durante o processodiearmento. De acordo com Streit Jr. et al.
(2004) estas observacfes sao extremamente immItapara as pesquisas no
desenvolvimento de um protocolo de criopreservaegembrides de peixes.

Para os estudos de resfriamento de embrides édonptével o uso de crioprotetores
(Streit Jr. et al., 2004; Fornari et al., 2012) gé@® classificados de acordo com sua acéo,

sendo intracelulares, metanol, glicerol, etilermg)i DMSO (dimetilsulfoxido) e
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extracelulares, sacarose, glicose e trealose (Miema991; Reichenbach et al.,, 2001,
Herraéz, 2009; Costa & Matos, 2011). A desidratag@opleta € fundamental para evitar a
formacdo de cristais de gelo no interior do embridceficiéncia consiste na penetracao
completa e ajustada com a toxidez de cada cridproféa otimizacdo do uso de uma solucéo
crioprotetora eficiente, os crioprotetores intratzles, segundo Denniston et al. (2000)
devem estar associado a crioprotetores extracetul&stes autores justificam que, acucares
possuem efeitos vantajosos em virtude do tamartmmgposicdo de suas moléculas. Existe
forte interacdo entre o tipo e a concentracao idprtetor segundo Streit Jr. et al. (2007) que
pode apresentar resultados distintos entre esp§@es cada tipo e concentracdo do
crioprotetor. Conforme foi relatado por Zhang (20@6rna-se importante a definicdo de um
protocolo de resfriamento para cada espécie, paimente para as de interesse econémico.

De um modo geral as espécies reofilicas vém sadreméstica reducdo dos seus
estoques em decorréncia das construcbes e opatwagdo de usinas hidroelétricas,
poluicdes, devaste de matas ciliares, reducédoagasis marginais e pesca predatoéria (Botero
et al., 2004). CC. macropomune uma espécie reofilica pertencente a bacia Aneadn
Orinoco (Graca & Pavanelli, 2007), de fundamentgiartancia na pesca profissional e para
o cultivo. Com grande potencial zootécnico e uma dpeantidade de informacdes cientificas
disponivel, oC. macropomunse tornou a principal espécie para o cultivo mgéce centro-
oeste e norte do Brasil estando presente em 22 testados brasileiros (Lopera-Barrero et
al., 2011), o que motivou o desenvolvimento do mo@ de melhoramento genético da
espécie.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi testarrdifiées solucdes crioprotetoras a fim de

estabelecer um protocolo de resfriamento a -8°Clsmas para embrides @e macropomum

Material e métodos
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Obtencédo dos embrides

Para obtencdo dos embrides, foram utilizadas déweas e 10 machos, com média
de 5,5 kg e 5,3 kg, respectivamente. Os animaisaguesentaram caracteristicas reprodutivas
secundarias foram induzidos a reproducédo com exttathipofise de carpa e mantidos em
caixas circulares de 500l até o momento da extrugéa@s a fecundacao artificial os embrides
foram alocados em incubadoras de 200 litros e tmnganhado o desenvolvimento
embrionario.

Resfriamento dos embrides

Com o fechamento do blastéporo (Figura 1), quereaaseis horas apos a fecundacéao

na temperatura de 27+0,5°C foram selecionados édlides viaveis.

Figura 1. Embrido deColossoma macropomuno estadio de fechamento do blastéporo.

Para compor as solucdes foi usado como base acplotde Streit Jr. et al. (2007) que
trabalhou com embrides deiaractus mesopotamicu®s crioprotetores metanol, DMSO,
glicerol e etilenoglicol na concentracdo de 10%ariorassociados a duas concentracdes de
sacarose 8,5 e 17% e para completar a solucdo fdifaidos em agua destilada (Tabela 1).
As solucdes crioprotetoras foram distribuidas nome de 5 ml, alocadas de forma serial em
placa depetri e os embrides foram mergulhados por dois minutepds esse tempo de
exposicdo foram armazenados em palhetas de 0,5 mlibenetidos ao processo de

resfriamento.
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Tabela 1. Composicdo (%) das solucdes crioprotetoras usamlassfriamento de embrides
deC. macropomum.

Tratamento Crioprotetor Aglta
Sac¢” Eti*” Gli® Met”  DMSO™

1 17,1 9 - - - 73,9
2 17,1 - 9 - - 73,9
3 17,1 - - 9 - 73,9
4 17,1 - - - 9 73,9
5 8,55 9 - - - 73,9
6 8,55 - 9 - - 73,9
7 8,55 - - 9 - 73,9
8 8,55 - - - 9 73,9

9 (controle) - - - - - 100

'sacaroséetilenoglicol,*glicerol, “metanol “dimetilsulfoxido,°agua destilada

Adotou-se o0 método lento de resfriamento conforogesdo por Ahammad et al.
(2003) e Lopes et al (2012) para embrides de cd€gprinus carpip e pacu P.
mesopotamicysrespectivamente. Com excecao das palhetas cantenémbrides controle
(que foram diretamente para incubadora sem pas$sargsfriamento) as demais, depois de
vedadas foram colocados em agua com gelo a temperdé 15°C durante 10 min. Em
seguida, foram transferidos para outro recipient&®@ durante 10 minutos e finalmente
alocadas em um refrigerador a -8°C permanecestlcados durante seis horas.
Descongelamento dos embrides

Para o descongelamento, os embrides de cada tratafoeam colocados diretamente
(sem abrir) nas incubadoras (5 litros), que estagpmstadas com renovagado constante de
agua. Apoés dois minutos (para que a temperatusse fequilibrada, antes da reidratacdo) os
embrides foram liberados diretamente na agua perceado até a eclosdo. Quando se
verificou a eclosao, as larvas e 0s ovos gorad@sfoetirados e contabilizados, obtendo o
indice de eclosdo. A temperatura ambiente da agjuafdrida durante todo o periodo de
desenvolvimento embrionario.

Andlise estatistica
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Para avaliar o efeito dos tratamentos sobre a wobreia foi utilizado o PROC
GENMOD, avaliando as diferencas na probabilidade sdbrevivéncia em funcédo dos
tratamentos, utilizando a distribuicdo binomial climgéo logit

Resultados

ApOs o periodo de seis horas de estocagem a -Bé@Gaa no tratamento controle (sem
crioprotetor) foi observado grande quantidade déréms esbranquicados (Figura 2A),
evidenciando a formacao de cristais de gelo antesmmos de serem levados a incubadora
para completar o desenvolvimento embrionario. Masmentos contendo crioprotetores nao

foi verificado coloracdo esbranquicada no momen# dkscongelacdo, apresentando

coloracao translucida ainda no palhete (Figura 2B).

Figura 2. Palhetes com embrides @emacropomunapds o resfriamento e descongelamento.
A - coloracdo esbranquicad®;: coloracdo translicida (setas).

Sem o uso de crioprotetor (controle) ndo houveesdbEncia apés a estocagem dos
embrides a -8°C/seis horas. Somente nos tratamemaioendo crioprotetor ocorreram
sobrevivéncia de larvas @& macropomumPor outro lado, a probabilidade de sobrevivéncia
dos embribes deC. macropomumfoi maior (P<0,05) quando se utilizou a solucdo
crioprotetora contendo metanol na concentracdd@éedssociado a sacarose na concentracédo

de 17% em comparacao aos demais tratamentos (THbela
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Tabela 2 Taxa de eclosdo de larvas @elossoma macropomusubmetidas a diferentes
solugdes crioprotetoras estocadas a -8°C/seis.horas

Sacarose (%) Crioprotetores (10%)
Metanol Glicerol Etilenoglicol DMSO
8,5 8,54" 47,09 9,62 41,842
17,0 77,66° 58,23 19,68 4,27
Controle* 0,00

Mesmas letras mailsculas em cada coluna e mingsemiacada linha indicam diferenga significativaQjes).
* Apenas agua destilada sem crioprotetores.

Comparando as combinacdes das concentracfes deossacassociadas aos
crioprotetores, observou-se que para 0 metanoheeotracdo de 17% de sacarose foi mais
eficiente, com grande diferenca, comparado a 8,8%atarose (P<0,05). Para o glicerol,
também foi mais eficiente com 17% de sacarose (Bx@omparada a 8,5%, embora com
pequena diferenca. O etilenoglicol acompanhou amaeendéncia com melhor resultado
quando associado a 17% de sacarose (P<0,05), amtt@ra eclosdo nos dois tratamentos (8,5
e 17% de sacarose) utilizando etilenoglicol foxbaAo contrario dos outros crioprotetores, o
DMSO na combinacdo de 8,5% de sacarose foi maigertie em comparacdo a 17% de
sacarose (P<0,05). As melhores combinacdes foré d& sacarose associado a 10% de

metanol em seguida o glicerol a 10% com sacard3&a(Figura 3).

m 8,5 (%) sacarose
B 17,0 (%) sacarose

Probabilidade de
eclosédo (%)
N
o

17,0 (%) sacarose
8,5 (%) sacarose

Figura 3. Probabilidade (%) de ecloséo de embride€dmacropomunapods o resfriamento
-8°C estocados por seis horas em diferentes salug@etendo 10% de metanol (Meta);

glicerol (Glice); etilenoglicol (Etile) e dimetilfoxido (DMSO) associado a duas
concentracdes de sacarose 8,5 e 17%.
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Discusséo

O fato de haver eclosdo das larvaCdenacropomungue passaram pelo processo de
resfriamento confirma a acao positiva dos criopooés. Outro fato bastante relevante é que
os embrides de peixes tropicais possuem alta skohesile a baixas temperaturas (Rana &
McAndrew, 1992), evidenciado no presente experimestas taxas de eclosdo das larvas de
C. macropomumefrigeradas sem crioprotetor.

Muito embora a combinacdo de todos 0s crioprotetaméernos com a sacarose
(independente da concentracdo) tenham resultaddaras de eclosdo de larvas Ge
macropomumo fator determinante para os melhores resultéaias combinacdo do metanol
com a maior concentracdo do crioprotetor exteraoa®se 17%). O protocolo utilizado na
presente pesquisa se baseia nos resultados emlosnpara embrides de diferentes espécies,
como deBrachydanio rerigpor Zhang & Rowson (1995); carpdsabeo rohita, Catla catla e
Cirrhinus mrigalg por Ahammad et al. (1998); pada. (mesopotamicyigor Streit Jr. et al.
(2007) e cascudo pretRIjinelepis aspedapor Fornari et al. (2011). No trabalho de
Ahammad et al. (1998) com embribes de carpas, eenaguconcentracdes de sacarose
testadas variaram entre 0,5 a 2 M, os autoresuioaei ser fundamental para a sobrevivéncia
dos embrides a maior adicdo de sacarose nas selepbe metanol. A probabilidade de
sobrevivéncia dos embrides @e macropomunfioi maior quando a concentracdo de sacarose
passou de 8,5 para 17,0%, para todos crioprotetot@$os com exce¢ao do DMSO. Este
fato quando relacionado ao crioprotetor DMSO caraba hipétese de que existe uma
correlagéo entre as concentracdes dos crioprose¢ateacelular e intracelular, para se obter a
melhor eficiéncia.

Uma explicacdo plausivel para a eficiéncia da adigé 17 % de sacarose no
protocolo de resfriamento pode estar relacionadafirmmacdo de Woelders (1997). Os

embrides deC. macropomumquando expostos as solugdes crioprotetoras amtemo de
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iniciar o processo de resfriamento, que foi de doisutos, a sacarose possivelmente ja
passava a ser fundamental, produzindo uma estaiélida membrana celular, e uma defesa
adicional nas células embrionéarias, principalmenteitra a acdo dos crioprotetores
intracelulares (influxo) e da agua (efluxo) evitarttformacdes mecéanicas da camada celular
(Rawson et al., 2000). A acao hidrofilica promowvefieiéncia da sacarose quando associado
ao crioprotetor interno na protecdo das ceélulasriemdria (Hubalek, 2003), no entanto, ha
correlacdo entre o tipo e concentracdo do criofmotatracelular, como foi verificado no
presente experimento coi@. macropomui sendo o metanol menos téxico na maior
concentracdo de sacarose e 0 DMSO mais toxico mar mancentracdo testada, portanto,
parece estar diretamente relacionado ao efeitovoabd crioprotetor intracelular. Segundo
Rall (1987), pela presenca de grupos quimicos fdomgor hidrogénio, principalmente os
formados por sulfoxidos, a concentracdo do acuade [interferir no influxo do crioprotetor
intracelular, o que possibilita uma melhor ou pdesidratacdo e consequentemente a
formacdao de cristais de gelo no interior da célReichenbach et al., 2001; Hubalek, 2003).

O metanol também foi mais eficiente em estudos enrrides de outras espécies.No
resfriamento de embrides & rerio Zhang & Rawson (1995) encontraram maior eficiéncia
do metanol em relagcédo aos crioprotetores DMSO paoi-1,2 diol ao submeter os embrides
a temperaturas de 0O; -5; -10 e —15°C, porém a otagdo do metanol precisou ser
aumentada de 1M até 4M de acordo com o decrésantenaperatura. Resultados parecidos
foram relatados por Streit Jr. et al. (2007) e Roret al. (2012) no resfriamento de embrides
de P. mesopotamicysonferindo ao metanol a maior eficiéncia em cae@ a DMSO,
glicerol e etilenoglicol.

Muito embora os resultados de taxa de ecloséotia garsolucdo de resfriamento com
o glicerol tenham sido menores que a com metanmaaaassim foi melhor que as solugdes

com DMSO e etilenoglicol. A eficiéncia da solucawoprotetora para o resfriamento de
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embrides composta pela agregacdo de sacarose ooetanol sugerida para embridesRie
mesopotamicuStreit Jr et al., 2007; Fornari et al., 201Rtnelepis asperé~ornari et al.,
2011) foi determinante também para embride€ demacropomumEsta performance também
foi comprovada por Bart (2000) e por Zang et a@00@), destacando a eficiéncia do metanol
associado a sacarose na taxa de eclosdo de lasfdadas déB. rerio em comparacdo aos
outros crioprotetores intracelular, DMSO, etilenogll e glicerol, idénticos ao testado €n
macropomum
Um dos fatores que determina a eficacia do criepoointracelular esta relacionado a

sua penetracdo e saida da célula causando a mgiriasi possivel. Assim, de acordo com
Adam et al. (1995) crioprotetores com menor pestecutar (62,07) como o etilenoglicol
penetram e sairem com mais rapidez da célula doodd#SO (78,13), teoricamente. No
entanto, para embrides d& macropomumtanto o etilenoglicol como o DMSO, tiveram
menor eficiéncia na manutencéo da viabilidade dusri@es resfriados. Esta baixa eficiéncia
no resfriamento de embrides de peixes parece sereate para estes dois crioprotetores, e
que estaria relacionado a reducdo da atividademétizea no embrido, causando a morte,
como relatado por Adam et al. (1995) que apontaramo sendo os causadores de injurias
em embrides de rosy barBuntius conchoniyse zebrafish (Brachydanio reri9. Kusuda et
al. (2002) reforcam que a degeneracdo proteica enelmbrana nuclear do embrido é
provocada pela desidratacdo e aumento da conc@otisatina, quando em contato com
crioprotetor e que o DMSO poderia causar esseoeféihda, que a maior concentracéo de
sacarose (17%) estaria potencializando esse efegativo, evidenciando que existe uma
correlacdo entre a concentragdo dos crioprotetotecelular e extracelular. Também ficou
evidente que o metanol que s6 foi eficiente quasdociado a 17% de sacarose.

Certamente futuras pesquisas, devem buscar um cplotomais ajustado de

concentracdes e tipos de crioprotetores para ciaesnto de embrides. Assim em se
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utilizando o metanol combinado com sacarose, aastan concentracdes exatas para 0s
embrides de&C. macropomuseria provavel testar temperaturas que ultrapassponto em
que se torna vitrea a estrutura embrionaria, ad@restabelecer também um protocolo de
congelacéo.

Portanto, para embrides @ macropomuinsugere-se 0 protocolo de armazenamento
de seis horas em temperaturas de -8°C, utilizarstdugao crioprotetora de metanol (10%)
com adicéo de sacarose (17%).

Referéncias

ADAM, M.M.; RANA, K.J.; McCANDREW, B.J. Effect of gyoprotectants on activity of
selected enzymes in fish embry@syobiology, San Diego, v.32, n.2, p.92-104, 1995.

AHAMMAD, M.M. et al. The hatching of common car&yprinus carpio L). embryos in
response to exposure to different concentrationsrydprotectant at low temperatures.
Cryobiology, San Diego, v.44, n.2, p.114-121, 2002.

AHAMMAD, M.M.; BHATTACHARYYA D.; JANA B.B. Effect of different concentrations
of cryoprotectant and extender on the hatchingnalian major carp embryoksabeo
rohita, Catla catla andCirrhinus mrigalastored at low temperatur€ryobiology, San
Diego, v.37, n.4, p.318-324, 1998

AHAMMAD, M.M.; BHATTACHARYYA D.; JANA B.B. Hatching of common carp
Cyprinus carpioL. embryo stored at 4 and —2°C in different coniion of methanol
and sucroselheriogenology, Stonehamv.60, n.8, p.1409-1422, 2003

BART, A. New approaches in cryopreservation of fismbryos. In: TIERSCH, T.R;
MAZIK, P.M. (Eds.).Cryopreservation in aquatic speciesWorld Aquaculture Society.
Baton Rouge. p.179-187, 2000.

BOTERO, M.; FRESNEDA, A.; MONTOYA, A.F.; AGUEL, M.O Descripcion del
desarrollo embrionario de zigotos hibridos obtesigor el cruce de machos de Cachama
Blanca Piaractus brachypomi)s y hembras de Cachama Negr&olossoma
macropomum Revista Colombiana Ciencia e PecuariaBogota, v.17, n.1, p.38-45,
2004.

COSTA, R.R.; MATTOS, B. Histérico da Criopreservaci: ALMODIN, C.G. & COSTA,
R.R. (Eds.).Criopreservacao de gametas, embrides e tecidos genativo em
laboratorio de fertilizac&o in vitro. Rio de Janeiro: Cultura Médica. 2011, p.3-8.

DENNISTON, R.S.; MICHELET, S.; GODKE, R.A. Princgd of cryopreservation. In.
TIERSCH, T.R.; MAZIK, P.M. (Ed.). Cryopreservatiom aquatic speciesWorld
Aquaculture Society. Baton Rouge, p.59-74. 2000.

FORNARI, D.C.; RIBEIRO, R.P.; STREIT JR., D.P.,, VSRS,L, GODOY, L.,
OLIVEIRA, C.A.L., DIGMAYER, M., GALO, J.M., NEVESP.R. Increasing storage
capability of pacu Fiaractus mesopotamicugmbryos by chilling: development of a
useful methodology for hatcheries managem@éngolL ettrs, Lewes, v. 33, n. 2, p. 125-
133, 2012.



34

FORNARI, D.C.; RIBEIRO, R.P.; STREIT JR., D.P.; VSRS, L.; MORAES, V.G.
Freezing injuries in the embryons Biaractus mesopotamicugygote, Cambridge, v.19,
n.1 p. 1-6, 2010.

FORNARI, D.C.; RIBEIRO, R.P.; STREIT JR., D.P.; VRS, L.; MORAES, V.G.
Freezing injuries in the embryons Biaractus mesopotamicuZygote, Cambridge,
n.19, v.2, p. 345-350, 2010.

GRACA, W.J.; PAVANELLI, C. SPeixes da planicie de inundacdo do alto rio paran&
areas adjacentesed. EDUEM. Maringa, p. 78. 2009.

HAGEDORN, M. M.; PETERSON, A.; MAZUR, P.; KLEINHANSF.W. High ice
nucleation temperature of zebrafish embryos: sl®eding is not an option.
Cryobiology, San Diego, v.49, n.2, p.181-189, 2004.

HERRAEZ. M. P. Criopreservacion de gametos y enmaso In: ESTEVEZ, M. A. C., La
Reproducionde los pece#spectos basicos y sus apalicaciones en acuicultura
Fundacién Observatorio Espafiol de acuicultura. Magr 477-530. 2009.

HUBALEK, Z. Protectants used in the cryopreservatad microorganismsCryobiology,
San Diego, v.46, n.1, p.205-229, 2003.

KUSUDA, S.; TERANISHI, T.; KOIDE, N. Cryopreservati of chum salmon blastomeres
by the straw methodCryobiology, San Diego, v.45, n.1, p.60-67, 2002.

LAHNSTEINER F. The effect internal and external mebrafish Dario rerio) embryo.
Theriogenology, Stoneham, v.69, n.03, p.384-396, 2008.

LOPERA-BARRERO, N.M.; RIBEIRO, R.P.; VARGAS, L.; R®, J.A. PAIRRA, A. As
principais espécies produzidas no Brasil. In. LORBARRERO, N.M.; RIBEIRO,
R.P.; POVH, J.A.; MENDEZ, L.D.V.; POVEDA-PRRA, A.REds.). Producédo de
organismos aquaticos: uma visdo geral no Brasil eonmundo. Guaiba: Agrolivros.
2011, p.143-215.

LOPES, T.; STREIT JR., D.P.; FORNARI, D.C.; OLIVEAR D.; RIBEIRO, R.P.;
ROMAGOSA, E. Chilling curves forPiaractus mesopotamicugHolmberg, 1887)
embryos stored at —-8°Qygote, Cambrideg, p. 1-6, 2012.

MAZUR, P. The role intracellular freezing in theadle of cells cooled at supraoptimal rates.
Cryobiology, San Diego, v.14, n.3, .02, p. 251-272, 1977.

NIEMANN, H. Cryopreservation of ova and embryosnfrdivestock: current status and
research need$heriogenology, Stoneham, v.35, n.1, p.109-124, 1991.

RALL, W.F. Factors affecting the survival of mousmbryos cryopreserved by vitrification.
Cryobiology, San Diego, v.24, n.03 p.387-402, 1987.

REICHENBACH, H.D.; OLIVEIRA, L.; LIMA, P.F.; SANTOS-ILHO, A.S.; ANDRADE,
J.C.O. Transferéncia e criopreservacdo de embhoesos. In: GONSALVES P.B.;
FIGUEIREDO J.R.; FREITAS, V.J.Biotécnicas: aplicacdo a reproducdo animalEd
Varela: Sdo Paulo. Cap. 8, 2001. p.127-178.

STREIT JR., D.P.; DIGMAYER, M.; RIBEIRO, R.P.; VARKS, L.; DYGAMAER, M.
GALO, J.M. Embrides de pacu submetidos a diferemesocolos de resfriamento.
Pesquisa Agropecuaria BrasileiraBrasilia, v.42, n.8, p.1199-1202. 2007.

STREIT JR., D.P.; RIBEIRO, R.P.; MORAES, G. V. é&t@riopreservacado de embrides de
peixes.Revista Brasileira de Reprodugcao Animal Belo Horizonte, v.28, n.1, p.54-62.
2004.



35

URBINATI, E.C.; GONCALVES, F.D. Pacu Pfaractus mesopotamicus In:
BALDISSEROTO, B. GOMES, L.CEspécies nativas para a piscicultura no Brasil
Santa Maria: UFSM. p. 225-246, 2005.

WOELDERS, H. Fundamentals and recent developmeatyimpreservation of bull and boar
semen. The Veterinary Quarterly. Zeist, v.19, n@0235-138, 1997.

ZHANG, T.; ISAYEVA, A.; ADMAS, S.L.; RAWSO, D.M. &dies on membrane
permeability of zebrafish Danio rerio) oocytes in the presence of different
cryoprotectantsCryobiology, San Diego v.50, n.2, 285-293, 2005.

ZHANG, T.; RAWSON, D.M. Studies on chilling sensity of zebrafish Brachydanio reri}
embryos Cryobiology. San Diego, v.32, n.3, p.239-246, 1995.

ZHANG, Y.Z.; ZHANG, S.C; LIU, X.Z.; XU, Y.J.; HUJ.H.; XU, Y.Y.; LI, J.; CHEN, S.L.
Toxicity and protective efficiency of cryoprotectaro flounder Raralichthys olivaceys
embryos.Theriogenology, Amsterdan, v.63, n.3, p.763-773, 2004.

ZHANG, Y.Z.; LIU X.Z.; RAWSON D.M. Effects of methml and developmental arrest on
chilling injury in zebrafish Danio rerio) embryo. Theriogenology, Amsterdan, v.59,
n.03, p.1545-1556, 2003.

ZHANG, Y.Z.; LIU X.Z.; RAWSON D.M. Effects of methmol and developmental arrest on
chilling injury in zebrafish Danio rerio) embryo. Theriogenology, Amsterdan, v.59,
p.1545-1556, 2003.

GORMAN, O.T. Ecological and genetic consideratidmscollection of gametes from wild
fishes. In: TIERSCH, T.R; MAZIK, P.M. Cryopreseri@t in aquatic speciesNorld
Aquaculture Society. Baton Rouge, cap.8, p.319-322, 2000.

GWO, J.C. Cryopreservation of sperm of some mdistees. In. TIERSCH, T.R.; MAZIK,
P.M. (Eds.)World Aquaculture Society. Baton Rouge, cap.5, p.138-160, 2000.

RAWSON, D.M.; ZHANG, T.; KALICHARAN, D.; JONGEBLOEDL. Field emission
sacanning electron microscopy and transmissiontreleamicroscopy studies of the
chorion, plasma membrane and syncytial layers ef ghstrula-stage embryo of the
zebrafish Brachydanio rerio: a consideration ofgtractural and functional relationship
with respect to cryoprotectant penetratiodmuaculture Research San Francisco,
v.31, p.325-336, 2000.

V. Congelacdo de embrides de tambaquCplossoma macropomum)*
Darci Carlos Fornari*
*Doutorando em producédo animal PPZ/UEM - darci.peiegen@gmail.com
RESUMO: O protocolo de congelagdo de embrides envolve tonepso complexo com
vérias etapas de execucao; submeter o embridougasotrioprotetora, definir a curva de

! Elaborado segundo normas da Pesquisa Agrope@réasieira
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resfriamento (queda gradual da temperatura), odisgé (indugdo do estado liquido para
vitreo), a transferéncia para o nitrogénio liqueldescongelagdo. Tais etapas devem estar
ajustadas para evitar formacdo de cristais de gelmnsequentemente evitar eventuais
injarias. Portanto, objetivo-se avaliar as etapaspubcesso de congelacdo de embribes de
tambaqui C. macropomuintestando diferentes curvas de resfriamento adBnestabelecer
um protocolo de criopreservacdo. Foram utilizade® @mbrides viaveis em estadio de pos-
gastrula, submetendo-os a queda gradual da tempeds 0,25, 0,5, 0,75, 1,0 e 1,25°C por
minuto em uma solucéo crioprotetora contendo 17€arsae, associada a 10% de metanol.
Os embrides foram guardados em pallets de 0,5mla@miucdo crioprotetora e apds dois
minutos foram alocados em um aparelho de resfrissm@@iocom”. Quando o aparelho
estabilizou em -8°C, realizou-se o “seeding”, avalgeguiu até -35°C e apos estabilizacao a -
35°C foram armazenados em nitrogénio liquido. leada etapa, incluindo o momento em
que os embrides foram apenas mergulhados no crapre do processo da congelagéo, os
embrides foram descongelados e as injurias masrrestes (danos no cérion, vitelo e
blastoderme) foram avaliadas através de microsabpigarredura. Os embrides que foram
apenas submergidos ao crioprotetor, sem o proaissgiopreservacdo, ndo apresentaram
injarias. A auséncia de cérion foi verificada emiones porcentagens nas etapas ao
estabilizar em -35°C e apds serem submersos eogémio liqguido e descongelados em
comparacdo ao momento do “seeding”. As injuriasvidelo extravasado e blastoderme
danificado ocorreram em maiores proporcoes ao iesgabem -35°C e ao descongelar. Os
protocolos de curva de congelagédo testados naarawvita formacéo de cristais de gelo,
causando a deformacdo embrionéria, inviabilizaredlerobrides d€. macropomum

Termos de indexacaocrioprotetores, reproducéo, biotecnologia, crispreacao



37

Freezing of embryos of tambaqui Colossoma macropomum)

ABSTRACT - The protocol of embryo cryopreservation invoheesomplex process with
various stages of implementation, as submit thergonbo cryoprotectant solution, set the
cooling curve (gradual drop in temperature), thedseg, the transfer for liquid nitrogen and
thawing. Such steps should be adjusted to avoichdbon of ice crystals and thus avoid
possible injuries. Therefore, the aim was to evaluhe steps of the process of freezing
embryos of tambaquid. macropomuixtesting different cooling curves in order to e$ith a
protocol for cryopreservation. 250 embryos weredugsepost-gastrula stage, subjecting them
to a gradual reduction in temperature of 0.25, 0.35, 1.0 and 1.25°C per minute in a
cryoprotectant solution containing 17% sucroseegtiogr with 10% methanol. The embryos
were stored on pallets of 0.5 ml with the cryopctaat solution and after two minutes of
exposure were placed in a cooling unit "Biocom" witlee device has stabilized at -8 ° C was
held the seeding then the curve followed until €%hd after stabilization were stored in
liquid nitrogen. For each step, including the timleen the embryos were immersed only to
the cryoprotectant and the freezing process, therym were thawed and the most frequent
injuries (damage to the chorion, yolk and blastogewere analyzed by scanning electron
microscopy. The embryos immersed only in a cryamiaint without the cryopreservation
process had no injuries. The chorion absence wasdfon higher percentages in steps to
stabilize at -35°C and after being submerged inidiquitrogen and thawed in comparison to
the time of seeding. The calf injury blastodermllegi and damaged occurred in larger
numbers to stabilize at -35°C and at thawing. Tinwe of freezing protocols tested did not
prevent the formation of ice crystals, hence thiemeation embryo, unfeasible the embryos
of C. macropomum

Index terms: cryoprotectants, breeding, biotechnology, cryogmestion
Introducao
Ainda existem muitos problemas técnicos na congelage embrido de peixes (Martinez
- Paramo, et al., 2008; Herrdez, 2009; Fornam.eR011), atribuido a baixa permeabilidade

das membranas embrionarias, tamanho do ovo e seymdimentos, resultando numa baixa

relagdo superficie/volume; tamanho das células, semsibilidade dos ovos a baixa



38

temperatura como ao proprio processo de criopras@dov(Hagedorn et al., 1997; Zhang &
Rawson, 1998; Salinas-Flores et al., 2008; HerrZ@29).

O sucesso na criopreservacao de embrides de pmdesia abrir novas perspectivas no
cultivo de peixes comerciais e no manejo de esparieeacadas de extincdo contribuindo na
preservacdo de espécies raras (Wildt, 1993); fernembrides de algumas espécies em
determinadas estacfes do ano, principalmente &tiespgjue ndo desovam naturalmente e
por fim possibilitaria a manutencédo de estoque®tgms com grande diversidade de genes
(Janik et al., 2000).

A biotecnologia da congelacdo consiste em mantembrido em estado quiescente,
tornando possivel a conservacao em nitrogéniod@q(iN,) por tempo indeterminado, que
ainda nao é possivel para embrides de peixe. Var&edos eficientes de criopreservacao de
embrides de mamiferos se baseiam numa curva declegég padrdo desenvolvido por
Willadsen et al. (1976, 1978). Esses trabalhosetawionam a queda de temperatura em
funcdo do tempo, obtido com velocidade de, 0,33(52C/minuto, e a inducdo a cristalizacao
da solucéo crioprotetora “seeding” na temperatera78C com prosseguimento da queda de
temperatura até - 33°C a -35°C, e em seguida ana@esnto em N

Em peixes nativos sul-americanos, varios experiosectm congelacdo foram realizados
com o objetivo de avaliar morfologicamente as iaglicausadas na tentativa de estabelecer
um protocolo, mas até agora isso nao foi posstu& ps embrides das espécies estudada. As
pesquisas apontam a formacado de cristais de gato eocausa das alterac6es morfoldgicas
mais severas. Os resultados obtidos até a presda&tat@pontam a necessidade de investigacao
mais detalhada em todas as etapas do processoogeeservacdo (Ninhaus-Silveira et al.,
2008; Fornari et al., 2010; Neves et al., prelo).

Para submeter embrides a baixas temperaturas shémdiavel o uso de crioprotetores

(Harvey 1983; Fornari et al., 2011; Fornari et2012). Os crioprotetores séo classificados de
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acordo com sua acao, sendo os intracelulares: oietitenoglicol e DMSO (Reichenbach et
al., 2001), e os extracelulares: sacarose, glieasealose (Niemann, 1991; Denniston et al.,
2000). Ao testar varias combinacdes de criopragst@treit Jr. et al. (2007) sugeriram um
protocolo de resfriamento paPa mesopotamicusitilizando 17% de sacarose associado a 9%
de metanol para estocar embrides a -8°C durartdieris.

Das espécies sul-americanas cultivadas no Brasil onacropomumgcaracteriza-se
como uma das principais, pelas excelentes carsiitad zootécnicas apropriadas para o
cultivo, e também pela grande aceitacdo na pigaieule mercado consumidor brasileiro
(Urbinati & Gonsalves, 2005). E uma importante espda pesca profissional e amadora
(Lopera-Barrero et al., 2011). Em funcdo dessaactenisticas é alvo de pesquisas para
aumento da produtividade e sugerida como modela gesenvolvimento de biotecnologias
como a criopreservacao de embrides, pela impodéemnomica e facil obtencdo de ovos
(Castanholli et al., 1995; Lopera-Barrero et @01 D).

O objetivo do presente experimento foi avaliar fiag e alteracbes morfoldgicas
causadas nas distintas etapas do processo deesgopacdo correlacionando diferentes
curvas de resfriamento em embrides @e macropomurma fim de minimizar os danos
celulares e estabelecer um protocolo de crioprasé&ov

Material e métodos

Animais

De um lote em cultivo, foram selecionados 27 reptads capturados por uma rede de
arrasto, avaliou-se as caracteristicas reprodutinzas eminentes: abdome abaulado e macio e
papila urogenital saliente e avermelhada, na fémdlajdez de sémen obtido por massagem
abdominal suave nos machos. Depois de selecioriados transferidos para o laboratério e

mantidos em caixas circulares de 1000 litros camvacao de 4gua constante.
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Para a desova, foi empregado o método artificiateggoducdo, com a utilizacdo de
extrato hipofisario (hipdfise de carpa), nas fémeaa dosagem de 5,5 mg/Kg, em duas vezes
(10% na primeira aplicacdo e o restante na seguweda) intervalo de 12 horas entre as
injecdes, e nos machos 2,5 mg/Kg em dose Unicacidommdo com a segunda dose das
fémeas. A temperatura foi aferida a cada hora apdkima injecdo para determinacdo da
hora-grau, que em tambaqui para a regidao centte-desBrasil, estd em torno de 260 horas-
grau.

Os gametas foram obtidos através do método coromaiciAtravés de leve massagem
pressionando no sentido encéfalo-caudal, os owfmtam expelidos em um recipiente seco.
Em seguida o macho foi capturado e semelhantenaef@mea, através de leve pressao no
sentido encéfalo-caudal, o sémen foi lancado diretde sobre os ovocitos e imediatamente
misturados e homogeneizados, em seguida ativadws wro volume de 15% de agua.
Posteriormente os ovos foram colocados em incubadtipo funil “Woynarovich” de 200
litros.

Para selecdo dos embrides, verificou-se o fechansmtblastoporo, que ocorreu por
volta de seis horas apds a fecundacédo, com terapeeratriando entre 27,5+0,5°C. O
processo de selecdo de embribes viaveis, consmgiuobservacdo das estruturas de
desenvolvimento sem alteracfes e com o cériontot@igura 1). A selecao foi feita com
auxilio de pipeta de transferéncia (pasteur). Apé&glecdo os embrides foram separados em

grupos de 30, para serem submetidos aos tratamentos
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Figura 1. Imagem de embrido déolossoma macropomymo estadio de poés-gastrulacéo,
95% de epibolia (fechamento do blastéporo), olgitiaesteriomicrocopio 2,5X.

Congelacao dos embrides de tambaqui

As curvas de resfriamento bem como todo o procgssmmngelacao foram baseadas no
modelo descrito por Schneider & Mazur (1984) pansbrgdes de bovinos. A solugao
crioprotetora utilizada (17% de sacarose asso@atia® de metanol) seguiu o protocolo de
resfriamento para embribes B@ractus mesopotamicssigerido por Streit Jr. et al. (2007).

Depois de selecionados os 250 embrides viaveisadwaqui, os mesmos foram
submetidos a diferentes curvas de resfriament® (0,50, 0,75, 1,00 e 1,25°C por minuto).
Para cada tratamento foram utilizados 50 embridieglidos em cinco repeticdes. Portanto
foram alocados 10 embrides em cada palhete de ,O0demtlo cinco palhetes para cada
tratamento, e submetidos a curva de congelacdwvéatrde um aparelho de congelagéo
“Biocom” (Dominium K), que permitiu regular as cas/de temperatura de forma automéatica
e gradual. Para todas as curvas testadas no moerargae estabilizou em -7°C, efetuou-se o
“seeding” (indugé&o a cristalizagéo), posteriormentairva de temperatura seguiu diminuindo
até atingir -33°C, apos, seis minutos de estalgfia, os embrides foram estocados em

botijdo de Nliquido por trés dias.
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Apo6s o periodo de armazenamento os embrides fatirados do nitrogénio liquido e
descongelados. Para o descongelamento, utilizau+setodo procedido nos trabalhos de
resfriamento de embrides de peixes (Streit Jrl.,e2@07; Fornari et al., 2011; Fornari et al.,
2012), Apo6s dois minutos em temperatura ambientanfomergulhados diretamente na
incubadora a temperatura ambiente, e acompanhadé@semvolvimento embrionario até as
possiveis eclosdes.

As injurias no corion, vitelo e blastoderme do edrcausadas durante o processo de
criopreservacdo foram avaliadas em quatro etapaandp os embribes foram apenas
submergidos na solucéo crioprotetora; no momentseeding”; na estabilizacdo a - 35°C e
no descongelamento apds serem armazenados eménitrdgquido. As amostras de cada
repeticdo foram coletadas aleatoriamente e fixadaglutaraldeido 2% com tampéao fosfato
0,2M. Posteriormente foram eletromicrografados vagsada microscopia eletronica de
varredura.

Microscopia eletronica de varredura

As amostras fixadas foram desidratadas em alcopbsteriormente submetidas a
secagem através de um aparelho Ponto Critico. Besalratacdo os embribes foram
submetidos a uma série crescente de concentragioad, 30, 50, 70% por 30 minutos para
cada concentracdo e um banho com 90% de alcoahtdutd& min. E novamente a 90% por
mais 15 min. por final mais dois banhos de 15 dm alcool 100% (etanol).

Para secagem foi utilizado um aparelho de Pontic€(BAL-TEC CDP 030, critical
point Dryer), que combina GQiquido e gasoso. Em seguida foram metalizadosrambase
metalica “Stubs”, com ouro-paladio em um apareltaidlizador Desk Il Denton vacunn.

O material foi examinado e eletromicrografado erarascopio eletrénico de varredura
JEOL (JSM-5410) no setor de microscopia da UEM,iMgx-PR.

Para avaliagéo da taxa de ecloséo e taxa de fecg@lgporocedeu-se da seguinte forma:
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Taxa de fecundacéo: apos o fechamento do blastg¢geiohoras apos a fecundacéo), no
momento da selecdo dos embrides viaveis, foi datada a taxa de fecundacéo, contando
embrides viaveis e ovos gorados, de trés porchesdas aleatoriamente nas incubadoras.

Taxa de eclosao controle: No momento da selecaermbsioes trés repeticbes com 100
embrides foram transferidos diretamente para asbaworas, sem serem submetidas a
crioprotetores, quando se verificou a eclosédo alams$, estas foram contadas determinando a
taxa de eclosao controle, apenas para certifiqgaahdade dos embrides selecionados.

Andlise estatistica

Para avaliar o processo de criopreservacao reéegemrobabilidade de ocorréncia de
injurias durante o processo de criopreservacazariio o teste de comparacdao multiplas de
médias, teste t. Estas analises foram realizadlasantio o PROC genmod do SAS versao
9.0, considerando a distribuicdo binomial com fanigdit.

Resultado e discusséo

Qualidade dos embrides e taxa de eclosao

A taxa de fecundacdo dos ovocitos utilizados neseee experimento se caracterizou
como boa fertilizacdo, 76,60+4,2%. A qualidade dm awtilizado na criopreservacdo é
importante estando relacionado a resisténcia quauiionetidos a baixas temperaturas
(Lahnsteiner, 2008) e a garantia de ndo haverénélia da qualidade do embrido na taxa de
ecloséo. A taxa de ecloséo controle (sem criopragéo), no presente experimento foi de
79,50 £ 3,71. Os tratamentos empregados podemosepatados com a taxa de ecloséo
controle para certificagdo do efeito dos tratamgentto entanto, apos a descongelagdo dos
embrides deC. macropomumnédo foi observado eclosdo em nenhum dos tratasiento
embora, tenha sido observada hidratacdo e boarowaféo em alguns embrides.

No momento da descongelacao ainda dentro dos eslhkljuns embrides apresentavam

coloracdo esbranquicada, como foi feita por Foraaal. (2010) e Neves et al. (prelo) nos
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testes de congelacdo com embribes de pRtaractus mesopotamicuse por Ninhaus-
Silveira et al. (2008) em embrides BEeochilodus lineatusSegundo Zhang & Rawson (1996)
0 aspecto esbranquicado apos a descongelacaelesiamado a formacao de cristais de gelo.
Porém, alguns embrides se apresentavam com caborgésliicida no momento da
descongelacdo ainda no palhete e aparentementeoh@macao, mas, apés uma hora na

incubadora todos os embrides tornaram esbranqug@déo evoluiram.

Curvas de resfriamento

Apesar de ndo ocorrer ecloséo de larvas de tambaqgsios testes em diferentes curvas

de resfriamento, percebe-se que quanto mais rapidaeda de temperatura maior foi a

ocorréncia de embrides com corion (Figura 2).
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Figura 2. Probabilidade (%) de preservacdo de corion e récocia de injdrias
(extravasamento de vitelo e blastoderme danificada) embrides deColossoma
macropomunsubmetidos as curvas de resfriamento.

Estudos com resfriamento a — 8°C realizado poitSireet al. (2007) e Fornari et al.
(2012) com embrides de padd. (mesopotamicyie Fornari et al. (2011) com embrides de

cascudo pretoRhinelepis aspeda sugeriram novos estudos para determinar a cdeva

resfriamento tais resultados somados aos obtidosgpes et al. (2012), mostrou que ha uma
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correlacéo entre a eficiéncia do processo de cag@elcom a curva de resfriamento. No
presente estudo com embrides de tambaqui, as ratep&sfriamento com mais velocidade
de queda possibilitaram a preservacdo da maiaeptagem de embrides com cérion, o0 que
apontam a velocidade de queda de temperatura conuos fatores que afetam a eficiéncia
dessa biotecnologia, sugerindo mais pesquisas ampas de resfriamento.

A avaliacdo do processo em diferentes etapas dgreservacdo de embribes de
tambaqui permitiu apontar os indices de ocorrédeiajurias A estabilizar em -7°C e induzir
a cristalizacao “seeding” o cérion ainda se enematipreservado em comparagcao as outras
etapas (p<0,05) que raramente mostraram embridesdéoon. Comparando as injarias mais
severas, 0S maiores percentuais incidiram ao é&ztabia curva em -35°C e no
descongelamento apds ser criopreservado em niioligaido (Tabela 1).

Tabela 1. Probabilidade (%) da presenca de cérion (PC) eirgasas, vitelo extravasado

(VE) e blastoderme danificado (BD) nas diferentep&s do processo de congelagdo dos
embrides de tambaguC6lossoma macropomym

Etapas da congelaca®C ** VE *»*  BD *

Seeding (-7°C) 21 a 21 B 56 b
- 35°C 02 b 41 A 55 b
- 196°C 02 b 33 A 63 a

Diferenca estatistica (*p<0,1 e **p<0,05) represdotpor letras na coluna

A inducéo a cristalizacao “seeding” segundo Leib®84) e Palasz & Mapletoft (1996)
€ extremamente importante, promovendo a solidificado meio extracelular antecedendo a
congelacdo do meio contendo os embrides, o quppmriona as condicdes necessarias para
uma retirada lenta de agua do meio intracelulaavat da formacdo de gelo no espaco
extracelular, indicando que as estruturas intexd@s embrides de tambaqui no presente
experimento ainda ndo estavam congeladas no mongentseeding”, o que certamente
influenciou em uma menor ocorréncia de injuriasapgsse momento do processo. Por outro
lado, os maiores indices de injurias nos embri@astamperaturas no ponto com que se

tornam vitreo (-35°C), podem estar relacionadosesiddatacdo incompleta, levando a
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formacdo de cristais de gelo. Os danos causadosteaas durante 0s processos de
criopreservacéao e aquecimento sao em virtudecipalmente a: formacgéao de cristais de gelo
intracelulares, que afetam a estrutura da célolagcentracdo de soluto resultante do processo
de desidratacdo que ocorre durante a congelacém rianmeio extra como intracelular e a
interacdo entre esses dois fatores (Pickett, 19B@yo ponto a ser considerado € que apos a
descongelacdo, a remocéo do crioprotetor do imtelaocélula deve ser realizada de forma
lenta, através da diluicdo desses, uma vez quen&raea brusca de agua no meio intracelular

também leva a lise das membranas (Landim-Alvaret2gh).

Alteracbes morfoldgicas e injarias

Cérion

O corion ficou preservado em todos os embrides dpuém submetido ao crioprotetor.
Também foi observado com menor porcentagem a prasda corion (Figura 3) apoés
estabilizar em -7°C e se procedeu o0 “seeding” stabdizar em -35°C. O descongelamento o
corion apresentou irregular, rompido, ndo sendoommnando integro em nenhum dos

embrides (Figuras 4).
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Figura 3. Imagem de microscopia de varredura mostrando iercéntacto do embrido de
tambaqui Colossoma macropomygm

Figura 4. Imagem de microscopia de varredura mostrandoiorcdanificado de embrido de
tambaqui Colossoma macropomyrapos o0 processo de criopreservacao.

Durante o processo de criopreservacao, pode-skcaer@ maior ocorréncia de corion
intacto apds o “seeding”. Na medida em que a teatyer baixou (—35°C) a ocorréncia de
coérion preservado foi quase nulo. Outro ponto duara atencdo € referente a curva de
resfriamento. Quanto mais rapida a queda de temuparamaior a probabilidade de

ocorréncia de corion intacto, sugerindo o efeito aarelacdo entre a eficiéncia do
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crioprotetor e rampa de resfriamento (Figura 5inésma observacao foi feita por Rawson &

Zhang (2005).
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Figura 5. Probabilidade (%) de preservacdo do corion de riéed de Colossoma
macropomumdurante as etapas do processo de criopreservagadiferentes curvas de
resfriamento.

Embrides com cérion danificado depois da criopresgio também foi relatado por
Fornari et al., (2010). Apd6s descongelar embridegacu P. mesopotamiclisos autores
relataram graves deformacfes em toda a estrutueantdddo, nos microsporos, blastoderme
e vitelo, bem como cérion destruido na maioria dodrides. O cérion € uma membrana
externa com funcéo de proteger o embrido (Ninhausi et al., 2007), e é constituido por
bicamadas fosfolipidicas formando um mosaico fl{idezardo et al., 2000). A ocorréncia de
lesbes nas células de embrides criopreservadokngerta esta relacionada, as transicoes de
faixa de temperatura que danificou as membranatace$ (Leibo, 2000; Valdez et al., 2005).
Os lipidios das membranas celulares “forcam” uraasicdo de fase liquido para uma fase
tipo “gel” no intervalo de temperaturas que varidm 0°C e -20°C (Zeron et al., 1999).
Provavelmente a preservacao de cérion no momentéseleding” estaria relacionado a

temperatura (-7°C) e consequentemente a menoriplidade de formacéo de cristais de gelo

intracelular (Hagedorn et al., 2004; Rawson & Zh&u)s).

Vitelo
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Da mesma forma, verificou-se vitelo intacto nos ed@s submetidos ao crioprotetor ao
estabilizar em -7°C (Figura 6). Nas demais etapadeto se apresentou como uma massa
celular amorfa, e tendo em vista que o0s granulds se apresentavam de maneira
individualizada seu contetdo extravasou (FiguraAijumas hipoteses podem ser sugeridas
para ocorréncia das lesées nas membranas celidah@ésdo a que protege o vitelo, como a
sensibilidade das células embrionarias quando épasbaixa temperaturaela penetracao
insuficiente dos crioprotetores intracelulares elo pempo insuficiente de permeacao e ainda
pela toxidez da solucéo crioprotetora utilizadan&an & Zhang, 2005; Neves et al., prelo).

Os resultados encontrados no presente estudo\s&gelites dos obtidos por Hagedorn
et al. (1998) para embrides drachydanio rerio Os autores observaram que o vitelo
manteve integro morfologicamente, com membranaactas e conteldo aparentemente
normal apds exposicdo as solucdes crioprotetortdS@M e propilenoglicol e submetidos
posteriormente a congelacdo. Ressaltaram ainda@ glamo causado pela baixa temperatura
dentro do vitelo pode ser tolerado.

Em estudos com embrides peixe zebra Hagedorn @i98I8) identificaram a existéncia
e a localizacdo da barreira de permeabilidade garaioprotetores DMSO e propilenoglicol.
Os autores quantificaram parametros de permeatdida agua e do soluto para o vitelo e
para o blastoderme, através da mudanca volumdaantrada do crioprotetor com auxilio

de microscépio 6tico e também pelo espectroscopicedsonancia magnética nuclear. Estes
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autores conseguiram predizer que o principal ldeablano ao crioprotetor poderia ocorrer
dentro do compartimento do vitelo. Assim, sem umapecotecao eficiente dentro do vitelo,
ocorre a formacédo de cristais de gelo, danificaadembrido. O fato reportado pode ser
aplicado no presente estudo explicando o dano dausas embrides d€. macropomum
apos a exposicao as solucdes crioprotetoras egelegao.

Figura 6. Imagem de microscopia de varredura mostrandoetovito embrido de tambaqui
(Colossoma macropomyrapos o0 processo de criopreservacao.

Probe Mag WD Det No. === 100un
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Figura 7. Imagem de microscopia de varredura mostrandeiasjino vitelo do embrido de
tambaqui Colossoma macropomyrap0s 0 processo de criopreservacao.

A correlacdo entre 0 momento do “seeding” e a cdeveesfriamento, demonstra existir
um efeito positivo com o aumento da queda de tesmyexr (°C/min.) e a ocorréncia de
injarias no vitelo apds criopreservacao (FiguraE)e fato pode estar relacionado a rampa de
resfriamento utilizada no presente experimentosid@nando que quedas mais bruscas de
temperaturas podem atingir o ponto de solidificag@s rapidamente pelo aumento extremo
da viscosidade, chegando mais diretamente a fasa {Massip, 2001; Yavin & Arav, 2007),
consequentemente menor ocorréncia de injarias, cambém foi relatado em embrides de

bovinos (Dalcin & Lucci, 2010).
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Figura 8. Probabilidade (%) de extravasamento de vitelo erhrides deC. macropomum
durante as etapas do processo de criopreservacdidezemtes curvas de resfriamento.

Blastoderme

Exceto os embrides submetidos ao crioprotetor, stabo outros apresentaram injdrias
nas células (Figura 9), com maior ocorréncia deodapds a criopreservacdo completa
(armazenado em nitrogénio liquido) e descongelament “seeding” e ao estabilizar em -
35°C as injurias aconteceram em menores propor(igsira 10). Do mesmo modo,
Hagedorn et al. (1998) analisando exemplares deri@esb de “zebrafish”, também
verificaram a blastoderme destruida, sugerindo egsas alterac6es ocorreram pela entrada
insuficiente de crioprotetor nas células e consefgubrmacao de cristais de gelo ja que a

temperatura intraembrido de formacao do gelo @& -30°C (Hagedorn et al., 2004).
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O blastoderme é a camada de célula (blastdmeresiegobre o vitelo e é formado por
células de distintas complexidades (Ninhaus-Sevest al., 2008; Neves et al., prelo),
portanto, ndo s6 a acdo do frio como também ossdaesmoéticos provocam injurias nas
células do blastoderme (Zhang et al., 1993; Zhangasson, 1996), e existe uma estreita
correlacdo entre tempo de exposicdo - crioprotetpenetracdo. No presente estudo, ha
indicativo de que ndo houve penetracdo do criofmotau que a concentracdo e tempo de
exposicdo ndo foram suficientes para proteger ori@mtrontra os efeitos negativos do

processo de congelacéo e descongelacéo.

Prabe Mag - Wi Dst
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Figura 9. Imagem de microscopia de varredura mostrando iagino blastoderme de
embrido de tambaquCplossoma macropomyrapds o processo de criopreservacgao.
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Figura 10. Probabilidade (%) de injarias no blastoderme debré&as de Colossoma
macropomumdurante as etapas do processo de criopreservagadiferentes curvas de
resfriamento.

De acordo com Zeron et al. (1999) e Ahammad e{28I03) altas concentracdes de
crioprotetor relacionado ao tempo de exposicao ppaeocar ruptura de membranas
celulares, provavelmente em funcdo do desequilibsimotico. Segundo Billard & Zhang
(2000), a criopreservacao de ovos e embrides depeéem apresentado varios problemas
associados com as injurias causadas durante osspoxcde congelacdo e descongelacao e
quatro caracteristicas sdo identificadas como ypeissresponsaveis pelo insucesso. 1 - a
maioria dos ovos de peixes sdo maiores que 1mméameetto, resultando em uma baixa
relacdo area por volume e tendo como consequémeidugdo da taxa de fluxo de 4gua e dos
crioprotetores durante 0os passos para criopres@y&¢ a grande quantidade de vitelo e as
diferentes caracteristicas osméticas dos variogpadimentos do embrido; 3 — o complexo
sistema de membrana dos ovos de peixes, que posmiranpermeabilidade; 4 - e a alta
sensibilidade ao frio (Ahammad et al., 1998; Lialet2001).

Muito embora, os protocolos de curva de congelagdimdos ndo evitaram a formacao

de cristais de gelo e consequentemente a deforneaglioonaria, inviabilizando os embrides
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de C. macropomumalguns pontos sobre a criopreservacao de emhi@eanbaqui puderam
ser avaliados sugerindo novas pesquisas.

Portanto, a medida que se avanca no conhecimeriite gurincipios e técnicas
criobiolégicas, sera possivel a identificacdo dat@® cruciais para o desenvolvimento de
métodos que provogquem menores crioinjurias, torowsd totalmente reversiveis ou até
mesmo nulas ao desenvolvimento embrionario subségue
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VI. Solucéo crioprotetora para vitrificacdo de embides de tambaqui Colossoma
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Darci Carlos Fornari*
Wyniversidade Estadual de Maringa, DepartamentoodéeZnia, Av. Colombo, 5790 -

Blocg J45, CEP 87020-900, Maringa, Parana, Briagiail: darci.peixegen@gmail.com
Bolsista do Conselho Nacional de Desenvolvimengmi@ico e Tecnologico (CNPQ)

Resumo: O objetivo foi avaliar o processo de vitrificac&mn embribes de tambaqui
(Colossoma macropomynindicando o crioprotetor mais eficiente quantdozidez e as
injurias causada pelo processo. Selecionou-se 480ries de tambaqui na fase de
gastrulacdo (90% de epibolia). Para avaliar o mswede vitrificagdo, foi dividiu-se o
experimento em duas etapas. Primeiro, avaliou-sexilez dos crioprotetores; metanol,
dimetil-sulfoxido (DMSO), etilenoglicol e glicerolas concentracdes de 10, 20, 30% em trés
tempos de exposi¢ao 1, 2 e 3 minutos Em segunga, etaaliou-se o processo de vitrificacdo
para todos os tratamentos. Para tanto os embodms submetidos as solugdes crioprotetora,
guardados em palhetes de 0,5 ml e imediatamenguthados em nitrogénio liquido. Apds a
descongelacdo, avaliou-se a taxa de eclosédo ejlagsnmais recorrentes causadas aos
embrides pelo processo de vitrificacdo, atravésntegens de microscopia eletrbnica de
varredura. Embora, a toxidez do DMSO e glicerol ansbrides deC. macropomumma
concentracdo de 10% tenham ocorrido em menoregmagens, nas concentracdes de 20 e
30% incluindo o etilenoglicol foram mais toxicogonsendo, portanto, interessante para o
processo de vitrificacdo. O metanol foi menos tWx@&@n todas as concentragbes, sendo
sugerido para os testes de vitrificacdo. Nos erabri@trificados apesar de n&do ocorrer
eclosdo, pode-se observar a preservacdo do coérida smumeras estruturais celulares,
principalmente para o metanol.

Palavras-chave:aquicultura, biotecnologia, criopreservacao, peigproducao.

Cryoprotectants for vitrification of embryos of tambaqui (Colossoma
macropomum)
Abstract: The objective was to evaluate the process officiition of embryos of tambaqui
(Colossoma macropomymndicating the most efficient as the cryopro#atttoxicity and the
injuries caused by the process. 480 tambaqui emsbwyere selected in the phase of
gastrulation (90% epibolia). To evaluate the prea&svitrifying the experiment was divided
into two steps, first evaluated the toxicity of trgoprotectants, methanol, dimethyl sulfoxide

(DMSO), ethylene glycol and glycerol in concenwas of 10, 20, 30% in three days of
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exposure 1, 2 and 3 minutes, in a second step &leated the vitrification process in all
treatments. For both embryos were submitted topeotectant solutions, palhetes of 0.5 ml
and immediately immersed in liquid nitrogen. Afteawing, we evaluated the hatching rate
and the most frequent injuries caused to embryogithification process, using images from
scanning electron microscopy. Although the toxictyDMSO and glycerol in embryos Gf.
macropomumn the concentration of 10% occurred in smalleiceertages, in concentrations
of 20 and 30% including ethylene glycol were mandd and are not therefore interesting for
vitrification process. The methanol was less tawi@ll the concentrations, and suggested to
be tested to vitrification. In vitrified embryostlaugh did not occur hatch it was observed
the chorion and preservation of many structurdl pe¢servation, especially for methanol.

Key world: aquaculture, biotechnology, cryopreservation, fisproduction.

Introducao

A criopreservacdo de embrides de peixes ainda né@ma biotecnologia dominada,
porém alguns avancos foram conquistados (Ninhdusek%i et al., 2008; Fornari et al.,
2012). Inumeros beneficios ecologicos e de prodwsgan relacionados por pesquisadores
(Hagedorn & Kleinhans, 2000; Herraez, 2009; Foreaal., 2010) a partir do dominio desta
técnica, como: conservacdo de material genéticoegjgecies ameacadas de extincao;
possibilidade de armazenar uma gama variada deriatagenético de um laboratorio de
reproducdo, evitando assim a consanguinidade; #edna pressao sobre reprodutores de
populacdes selvagens; aplicacdo de logistica ndupém de alevinos, como no caso de
espécies reofilicas que se reproduzem apenas epetiotdo no ano; reducdo no numero de
reprodutores mantidos em centros de producdo ageadee, por consequéncia reducao na
locacdo de tanques de estocagens de reprodutores.

Para que embribes de peixes possam vir a ser es@pados € imprescindivel que
sejam resistentes ao resfriamento (Herraez, 20@®naF et al., 2012). Portanto, o
desenvolvimento de estudos relacionados a criopaEsB de embribes passa
necessariamente pela resposta com relacdo a todaeagentes crioprotetores quando os

embrides sdo submetidos a solucdes crioprotetDem(ston et al., 2000). Com a tecnologia
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disponivel atualmente, sem a utilizacao de crigbooes, este processo € impossivel (Gwo et
al., 1995; Zhang & Rewson, 1995; Hagedorn et &974&; Hubalek, 2003; Streit Jr. et al.,
2007; Fornari, 2009). Inameros fatores podem ssadps para explicar a toxidez dos
crioprotetores, dentre eles: a velocidade (muifmded ou muito lenta) de permeacéo do
crioprotetor na estrutura ovo/embrido sendo; tipcoecentracdo de crioprotetor requerido
para que este possa ser efetivo; tempo e a tempemdd solucdo crioprotetora durante a
exposicao dos embrides, dentre outros (Hagedoat.,e1997b; Bart, 2000; Chao & Liao,
2001). Assim, as acOes toxicas do crioprotetorarausos embrides, 1 - degeneracédo celular
pela desidratacdo e as variacbes na osmolaridasldedaos embrionarios; 2 - ou pela
destruicao fisica das células e desordem na diviehdar (Dinnyés et al., 1998; Kusuda et
al., 2002).

Os principais problemas que envolvem o sucessoodgetacdo de embrides estédo
relacionados com a formacgédo de cristais de gel@delulares (Denniston et al., 2000;
Caetano et al., 2011). Para contornar este probledraeros métodos de criopreservacao
foram estudados (Herraez, 2009), sendo o resfrimmeimarrapido ou vitrificagcdo (Robles et
al., 2005; Caetano et al., 2011). Em animais delyg@o e até mesmo em humanos as
aplicacdes desta técnica sdo desenvolvidas comérefia, seguranca e menor custo (Caetano
et al.,, 2011). A mesma consiste em submeter osi@esba solucdes criopreservantes com
altas concentragfes de crioprotetor e apds curfodmede exposicdo imersdo em nitrogénio
liquido. Com isso o embrido entra rapidamente emestadio dgylass-like (ponto que a
solucéo se torna vitrea), usando altas concemsaad crioprotetor, a desidratacdo é rapida e
quase que total e, os liquidos que sobram se famdici sem a formacéo de cristais de gelo,
com uma reducado substancial nos danos da congetagdados a célula (Isayeva & Zhang,

2004; Caetano et al., 2011).
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O tambaqui Colossoma macropomyné uma espécie migradora, rastico ao menejo,
apresenta crescimento precoce e possui habitorahmenivoro (Castagnolli & Zuim, 1985)
sendo a espécie nativa com maior producdo na pisc&a brasileira. Possui elevado
potencial zootécnico e as qualidades de mercadwnanh alvo de pesquisas em diversas
areas, dentre elas a reproducdo, como por exempliesenvolvimento de biotecnologias
como a criopreservacao de embrides (Lopera-Baetesb, 2011).

O objetivo do estudo foi avaliar a toxidez das co&s crioprotetoras dos embrides de
C. macropomuna fim de desenvolver um protocolo para o procdssatrificacao.

Material e métodos

Coleta dos embrides

Reprodutores d€. macropomun{machos e fémeas) prontos para reproducao foram
selecionados, avaliando as seguintes caractesisibddémen abaulado e macio, com orificio
urogenital avermelhado e intumescido (fémeas) lerdcdo de sémen com uma leve
compressao no abdomen dos machos. Apés a selegdepmdutores foram induzidos a
reproducdo com extrato de hipofise de carpa e &fshoras graus, procedeu-se a extrusao
dos gametas e a fertilizacao artificial.

Solugdes crioprotetoras

As solucbes crioprotetoras foram preparadas noddigexperimento, arranjadas em
beckers devidamente identificados, em que os @iefmres: metanol, DMSO, glicerol e
etilenoglicol foram diluidos em 100 ml de agua itedd para alcancar concentracdes de 10,
20 e 30%, para serem utilizados nos testes.

Exposicao dos embrides a solucéo crioprotetora

Apés a fertilizacdo dos odcitos, aguardando o perite tempo necessario (6h+30min
em temperatura de 28°C) para que o desenvolvimdateembrido atingisse 90% de

gastrulacdo, quando se colheu uma aliquota de devascubadora. Drenando o excesso de
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agua com uma peneira e, alocou-se 10 embridesividreuma placa deetri que continha 5

mL das diferentes solucdes crioprotetoras a seestadas. Assim, repetindo trés vezes para
todos os tratamentos (12 solugBes) com interval@3@esegundos para cada, além dos
tratamentos, mais uma aliquota de 10 embrides &guthada em 5 mL contendo apenas

agua da incubadora, considerada controle (Figytath)izando 390 embrides.

Tratamentos 1.2 e 3 minutos
| epibolia

Estadio ©0%

Solugdo

crioprotetora

Controle

T1 DMSO (10%)
T3 GLICE (10%)
T4 ETILE (10%)
T5 DMSO (20%)
T6 MET (20%)
T7 GLICE (20%)
TS ETILE (20%)

T9 DMSO (30%)

T10 MET (30%)

T11 GLICE (30%)

T2 ETILE (30%)

Figura 1. Esquema dos tratamentos que os embrid&S. deacropomunioram submetidos
durante os testes de toxidez com crioprotetoresSONDimetil-sulféxido), MET (metanol),
GLICE (glicerol) e ETILE (eilenoglicol), com difemées tempos de exposicdo, mais o
controle.

Ao fim dos diferentes tempos preestabelecidos; dos e trés minutos drenou-se a
solugdo com uma peneira retendo 0s ovos para, gaidse serem submergidos na agua do
sistema de incubacao, retirando 0 excesso de sotuighrotetora. Em seguida todos os ovos

submetidos aos diferentes tratamentos foram tradsfepara placas de acrilico (Figura 2)

individualmente alocados em “covas” de 4 ml, paedhor avaliacdo dos embrides.
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Figura 2. Placa de acrilico composta de covas com capaeialdmétrica de 4 ml, adaptada
para estocar embrides de peixes durante a fasesdavblvimento embrionario

Avaliacao da toxidez da solugéo crioprotetora

A cada 30 minutos com auxilio de uma micropipetarfo realizadas trocas de agua,
(28+1°C) dos embrides enquanto estavam mantidosesagectivas das “covas” onde foram
mantidos os embriGes até a eclosdo em larvasalaliacdo dos tratamentos foi estabelecido
um periodo de duas horas a partir da ecloséo dessla

A avaliagdo consistiu em contabilizar o numero darwque eclodiram sadias e
apresentavam movimentacédo regular (Figura 3A) ews gorados, aqueles em que o0s

embrides ndo evoluiram & larva (Figura 3B).

Figura 3: A — Larva de C. macropomum B — Ovo gorado. Imagem obtida em
estereomicroscoépio por camera digital (2,5X).

Vitrificacao

Foram vitrificados 30 embrides de cada tratameatimfdrotetor versus concentragcao
versus tempo) da seguinte forma: com cinco embride@sn submetidos aos tratamentos e
alocados em palhete de 0,5 ml, imediatamente dpémn mergulhados diretamente no
nitrogénio liquido, permanecendo até a descongeldgépois de duas horas em nitrogénio

liquido foram descongelados e mantidos em inculaaduaira avaliar possiveis eclosdes.
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Para a descongelacdo dos embrides vitrificaddgautise o0 método de Streit Jr. et al.
(2007) para resfriamento de embrides de pau njesopotamiclis porém com uma
adaptacdo, preaquecendo os palhetes por entre @s poé 30 segundos, antes de serem

submergidos diretamente na agua.
Avaliacdo morfoldgica dos embrides
Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para avaliar as ocorréncias de injurias no coriblastoderme e vitelo foram
eletromicrografados os embrides utilizando o ME\s. @&nostras foram colhidas de forma
aleatéria em todos os tratamentos, porém, em fudgdgrande numero de imagens foi
estabelecida a avaliacdo dos embrides expostatomominutos na concentracao de 20%, por
ser o tempo e a concentracdo intermediaria no tiestexidez. Assim, apds a descongelacao
cinco embrides de cada tratamento foram fixadas selncdo de Glutaraldeido 2,5%
associado com tampao cacodilato 0,1M em pH 7,2amAestras fixadas permaneceram na
geladeira até a desidratacao que ocorreu em gséseente utilizando alcool. Primeiro, a cada
30 minutos as amostras permaneceram na concenilacd6% de alcool, depois mais 30
minutos em 50% de alcool, novamente mais 30 mimkosoncentracdo de 70% de alcool e,
da mesma forma para 80, 90 e 95% de alcool. Pordions banhos em alcool 100% por mais

30 minutos cada.

A secagem foi realizada em um aparelho de Ponte€ BAL-TEC CPD 030 (Critical
Point Dryer), utilizando C@liquido. Os fragmentos foram montados em baseslivetale
aluminio (stubs) e, em seguida, metalizados cora ¢amo-paladio em Metalizador Desk I
Denton Vacuum. O material foi examinado e eletroagafado em microscépio eletrénico

de varredura JEOL (JSM-5410).

Anélise estatistica
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Toxidez dos crioprotetores

Avaliou-se os efeitos dos crioprotetores, com difegs concentracbes em diferentes
tempos de exposicdo sobre a probabilidade de dwvbneva dos embribes, utilizando
modelos de regressdo logistica, em que se ajustarongportamento das diferentes
concentracdes e tempos de exposicdo a cada cetproNestas situacdes foram testados
apenas os comportamentos lineares, em funcdo deratne niveis. Para avaliar diferencas
entre os crioprotetores utilizando teste de congdes multiplas de médias, teste de t. Estas
analises foram realizadas utilizando o PROC genmdod SAS versdo 9.0 (2002),

considerando a distribuicdo binomial com funcaatlog

Vitrificacao

A probabilidade de ocorréncia de injurias foi aadd apenas nos tratamentos em que
ocorreram embrides com corion e aparente preseyvatg#cta, com a finalidade de ajustar o
crioprotetor com potencial de preservar o embri@s. tratamentos com glicerol e o

etilenoglicol ndo foram avaliados, pois todos osbedes encontravam-se totalmente

destruidos, portanto, foram apenas destacadasagprs injarias de forma descritiva.

Para estimar as diferencas nas probabilidades diéicda o corion, blastoderme e
extravasamento de vitelo, em funcdo do crioprotetterno DMSO e Metanol utilizando

modelo logistico, implementado no Proc Genmod sieisia computacional SAS.

Resultados

Toxidez dos crioprotetores

Ao analisar os crioprotetores, o metanol foi o nsemdxico (p<0,5) em todas as
concentracdes e os tempos de exposicido avaliadasomparacdo aos outros tratamentos
(DMSO, glicerol e etilenoglicol). Independentemerta concentracdo e do tempo de

exposicdo dos embrides na solucdo crioprotetordy 88s embrides d€. macropomum
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expostos em metanol eclodiram em larvas. No trattoneom DMSO foi verificada em
menor (p<0,05), proporcdo, 30% de larvas compararado o metanol, porém superior
(p<0,05) ao glicerol e etilenoglicol 12 e 0,7% d®séo, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 Eclosdo media (%) de larvas @emacropomunmgjuando expostos os embrides em
diferentes crioprotetores.

Tratamento Ecloséo (%)
DMSO 30b
Metanol 53a
Glicerol 12c
Etilenoglicol 0,7c

Mesmas letras em cada coluna indicam igualdadetpste t. (p >0,05).

Toxidez dos crioprotetores

Quando o embrido foi exposto durante um minuto €% de DMSO, 40% dos
embrides eclodiram, Aumentando o tempo para doisutms o efeito da toxidez também
aumentou, provocando reducéo pela metade da sedneia dos embrides, da mesma forma
ocorreu para o tratamento com trés minutos de @dmm®0 crioprotetor, diminuindo mais
ainda a sobrevivéncia do embrido. O efeito da tido DMSO em fun¢cédo do tempo foi
mais severo quando se utilizou as concentraco2e de80% (Figura 4).

Muito embora, a interpretacdo dos resultados sugimetanol como crioprotetor menos
toxico em comparacdo aos outros crioprotetoresadesf o padrdo de resposta que
corresponde ao aumento do tempo de exposicao erdoagdes do crioprotetor se manteve
com o mesmo comportamento dos demais tratamenioseja, 0 aumento do tempo de
exposicao e concentragcbes maiores de metanol aommengfeito toxico deste crioprotetor
(Figura 5).

O gliceral na concentracdo de 10% com um minut@xjmsicdo foi moderadamente
toxico (40% de eclosao das larvas), mesmo aumentartdmpo de exposicdo para dois ou
trés minutos a toxidez continuou moderada, no émt@iuando se aumentou a concentracao
para 20 ou 30%, o glicerol tornou mais toxico eeatde ecloséo foi praticamente nula na

concentracdo de 30% (Figura 6).
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A reduzida taxa de eclosdo das larvas @e macropomummesmo na menor
concentracdo testada de etilenoglicol (10%), foi imaicativo da toxidez elevada deste
crioprotetor, Os resultados negativos de toxidemeaiiam a medida que aumentou tempo de

exposicao (dois a trés minutos) e também nas ctiacées de 20 e 30% (Figura 7).

Eclosdo (%)
Eclosdo (%)

) T/, 2 7w
Te Tem, i
€MPo de exposicso (Min.) 3 Po de exposicso (Min.) 3

Figura 4. Toxidez de diferentes concentracfes dd-igura 5. Toxidez de diferentes concentracdes de
DMSO combinado com diferentes tempos demetanol combinado com diferentes tempos de
exposicdo dos embriBes de Colossoma exposicdo dos embribes de  Colossoma
macropomumna taxa de ecloséo das larvas. macropomum, na taxa de eclosdo das larvas.

40-60
020-40
601 Oo-20

010-20
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Eclosdo (%)
Eclosdo (%)

Figura 6. Toxidez de diferentes concentracdes derigura 7. Toxidez de diferentes concentracdes de
glicerol combinado com diferentes tempos deetilenoglicol combinado com diferentes tempos de
exposicdo  dos  embribes de  Colossomaxposicdo dos embrises de  Colossoma
macropomum, na taxa de eclos&o das larvas. macropomum, na taxa de eclos&o das larvas.

Vitrificacdo dos embrides

AplOs a descongelacdo dos embrides nédo foi obsereattizsdo em nenhum dos
tratamentos. Durante o periodo de incubadora, &mis a descongelacdo alguns embribes
apresentaram coloracéo translicida, no entants kloas depois, observou-se a totalidade
dos embrides esbranquicados.

Probabilidade de ocorréncia de injurias aos embsi@xpostos ao DMSO e metanol
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A maior probabilidade de ocorrer destruicdo doaromo processo de vitrificacédo foi
observado na utilizagdo do DMSO em comparagéo aanwoie(p<0,06). Embrides com vitelo
extravasado seguiram o mesmo perfil da destruigdaddion, maior ocorréncia de danos
(p<0,05) utilizando DMSO em comparacdo ao metamohbora tenha ocorrido alto
percentual nos dois crioprotetores testados, o rmoktai mais eficiente em preservar as

células do blastoderme que o DMSO (Tabela 2).

Tabela 2 Ocorréncia (%) de injurias causada pelo procdssatrificacdo de embrides d&
macropomumdurante dois minutos em 20% de crioprotetores DMSnetanol.

Compartimento do embrido CRIOPROTETORES
DMSO Metanol
Corion destruido 60a 35b*
Vitelo extravasado 40a 10b**
Blastoderme danificado 90a 81b*

Letras minUsculas diferentes em cada linha indieaistir diferenca significativa entre os tratamentp<0,06
*%
p<0,05.

Avaliacao descritiva das principais injurias obsatas apos a vitrificacao

Para todos os tratamentos as principais injuriaanfoapenas relatadas de forma
descritiva, sem andlise estatistica, sendo queho@we ocorréncia de cérion intacto nos
tratamentos com glicerol e etilenoglicol.

Na Figura 8 (A, B e C), esta ilustrado o blastodedanificado, vitelo desfigurado e
extravasado de embrides @emacropomuriobtidas por eletromicrografia de varredura apés
a vitrificacdo e descongelagdo sem crioprotetalizammdo apenas agua. Nesse tratamento,
observaram células do blastoderme danificadasré@asmagens (Figura 8), vitelo totalmente

desconfigurado e extravasado. Ainda, ndo foi emadatcérion em nenhum dos embrides.



69

Figura 8 — Eletromicrografia de varredura de embridedenacropomumapds congelacao
e descongelacado sem crioprotetdr:- blastoderme com células destruidas; embrido com
vitelo desconfigurado e blastoderme auser@ie;— Vitelo extravasado e blastoderme
danificado.

—
EZ30 100uss

Muito embora, sendo observadas injurias nos enmdrifie todos os tratamentos, as
menores intensidades de injdrias foram verificadas tratamentos com crioprotetor em
comparacao aos embrides vitrificados sem criopnté&ta figura 9 (A, B e C), relaciona as
imagens de embrides, apos a vitrificacdo e destagéy® utilizando solucdo crioprotetora
com 20% de metanol. Foram verificadas injurias edas as imagens registradas, porém em
sua maioria a membrana vitelina ndo foi destruiddém do metanol apenas no tratamento
contendo DMSO foram encontrados embrides com cotatavia, em menor quantidade.
Com excec¢do dos embribes submetidos ao DMSO e ohetens demais, o corion estava com
microsporo totalmente danificado, principalmentesabmetidos em glicerol e etilenoglicol

além de indmeras injurias nas membranas do vitblastoderme (Figura 10 A, B e C).

e :

Figura 9 — Eletromicrografia de varredura de embride€denacropomumapds congelacao
e descongelacéao utilizando solugéo crioprotetondecmo 20% de metandk — embrido com
corion intacto;B — embrido com cérion retirado manualmente, blastoé danificadaC —
Embrido na fase do fechamento do blastéporo apes#minjlrias celulares.
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Figura 10 — Eletromicrografia de varredura de embride€demacropomunapos congelacéo
e descongelacéo utilizando solucéo crioprotetorgecmlo 20% de DMSO na imagef
20% de etilenoglicoB e 20% de glicerol na image@

A — embrido com blastoderme danificado e cérionrdieki; B — microsporos com injuria§

— vitelo aparentemente danificado.

Discusséo

Toxidez dos crioprotetores

Os tempos de exposi¢cdo do embrido nas solucOgsaetoras resultaram em respostas
distintas com relacdo a toxidez, especialmente gaembrides que foram submetidos a trés
minutos nas diferentes solugdes crioprotetoras@meantracdes mais elevada (30%). Mesmo
sendo os crioprotetores essenciais para o prodesssfriamento e congelagéo, Chao & Liao
(2001) afirmaram que sempre causardo mortalidadéldéas.

No presente estudo, a toxidez dos crioprotetorepédixeptivel, especialmente quando
expostos por mais de dois minutos. Se observadogbeh da combinacdo menos agressiva,
10% de metanol durante um minuto, o percentuab@s$ sadias obtidas foi de 43,34%, ou
seja, um pouco mais que a metade do percentual otdrote, 92,96%. A toxidez
extremamente agressiva dos crioprotetores paranbsi@s deC. macropomunpode estar
relacionada com a explicacdo sugerida por Robersal. (1988), que afirmaram ocorrer
uma modificagdo na permeabilidade das membranasmaneros ions, causando um choque
osmotico, que resulta em um efeito toxico indiréde, para o processo de vitrificacdo é
importante a desidratacdo completa (Caetano €Cdl1) do mesmo modo que para qualquer
técnica em que se utilize temperatura subzero, emamhe saber o quanto sdo toxicos os

crioprotetores que realizam a desidratacdo comglatadamental. Assim, para que ocorra tal
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condicéo e dai a acdo do crioprotetor seja efigieémecessario um tempo de exposicao ideal,
que permita a desidratacdo completa sem que oefaita toxico e que de acordo com Streit
Jr. (2005) ha uma correlacédo ideal entre essaeefato

A toxidez verificada na relacdo de tempo de ex@asigersus concentracao versus
crioprotetor foi evidente nos resultados enconsados embrides d€. macropomum Se,
por um lado, as combinacdes com metanol semprenfonanos toxicas entre todas, ja 0s
resultados do glicerol foram pifios. Por outro ladem 10% de glicerol ndo houve diferenca
entre os resultados com um, dois e trés minutde. fat, seguramente esta relacionado a
propriedade positiva de entrada do glicerol nalaglaor um tempo curto de exposi¢cédo. Muito
embora a capacidade do glicerol em atravessar aoilidhde a membrana celular, mantendo
a osmolaridade interna e externa, seja uma praaléeeghositiva importante, também sao
conhecidas as propriedades negativas que o glipesduz. De acordo com Fahy (1986) e
posteriormente Woelders (1997) a concentracdo @mergl usado como crioprotetor é
limitada pela sua toxidez, ou seja, uma determicadaentracdo que para outro crioprotetor
€ considerada pouco toxico, para o glicerol j&séfwiente para inviabilizar a sua utilizagcéo.

Muito embora o etilenoglicol tenha sido um crioptot toxico para os embrides Ge
macropomumo fato a ser ressaltado € o desempenho menios ttx concentracao de 20%,
em todos os tempos de exposicao testado, um, diné&s aninutos, em relacdo aos outros
crioprotetores. O etilenoglicol possui um baixo @esolecular e por isso tem uma rapida
difusdo através das células (Sommerfeld & Niemdd399; Kuleshova & Lopata, 2002) O
tempo de estabilizagdo osmotica do embrido quandmetido ao etilenoglicol poderia ser
uma prerrogativa para explicar o fendmeno improlvgue ocorreu na concentragdo de 10%
0os embrides d€. macropomumUm resultado semelhante foi obtido por Streit(d005)

com embrides d@. mesopotamicygem que o autor relatou um aumento da taxa dedxlo
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das larvas quando a concentracdo passou de cired@® de etilenoglicol, porém com 10
minutos de exposicao na solucao crioprotetora.

O metanol no presente estudo foi 0 menos téxiconiiedo uma boa eclosédo das
larvas (59,46%), em uma combinacao propria pardiegcdo, concentracdo de 20% durante
dois min. de tempo de exposicdo. No atual estagidedenvolvimento para a formulacdo de
um protocolo para uma solucdo crioprotetora parbriées de espécies sul-americanas de
peixes, o metanol seguidamente funciona de mamdiceente. Nas espécies testadas até
agora,P. mesopotamicuiStreit Jr. 2005; Streit Jr. et al., 2007; Forraral., 2010; Lopes et
al., 2010; Fornari et al., 201Rjneleps asperé~ornari, et al., 2011) a eficiéncia do metanol
tornou-se evidente. Desse modo a afirmacao reteenefeito toxico do metanol (Ahammad,
et al., 1998; Cabrita et al., 2003) para outrag@sp estudadas (em sua maioria de clima
temperado), aparentemente € inverso para espétiasisricanas.

Vitrificacao

Os embribes d€. macropomundescongelados apds o processo de vitrificagdo nao
resistiram e foi verificado 100% dos ovos goradiasdavia, observou-se hidratacdo e boa
conformacdo em alguns embrides, sendo um indicstipm de que alguns embrides
responderam positivamente ao processo de vitrdmagpos o tratamento crioprotetor.

Durante a descongelacéo, alguns embribes apreaentaMoracdo esbranquicada, que
segundo Zhang & Rawson (1996) indica a formacacrideais de gelo, durante o processo de
vitrificacdo do embrido. Por outro lado, em inunseembrides a coloracéo era translicida
durante a descongelacdo que ainda no palhete evasnabconformacao (corion ndo estava
danificado), sem alteracdes estruturais (vitelo estava extravasado) e com boa hidratagéo.
Nesse caso, foi observado em todos os tratamemtosGes com morfologia aparentemente
inalterada (ndo quantificado), em sua grande naiquando se utilizou a solugbes com

concentracdo de 30% de metanol e DMSO com doé&sentimutos de exposi¢édo a solugdo. A
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formacdo de cristais de gelo antes mesmo da deslegdg foi constatada por Fornari et al.
(2010) eNeves et al. (prelo) em embrides Blemesopotamicus por Ninhaus-Silveira et al.
(2007) para embrides d&rochilodus lineatusNestes estudos, os pesquisadores observaram
coloracao esbranquicada dos embrides ainda notpalhe

A eficiéncia observada dos tratamentos DMSO ou moéta 20% por dois minutos abre
uma boa possibilidade para o desenvolvimento efieida biotécnica estudada. Em estudos
combinando crioprotetor versus concentracdo na eagdo de embrides dé°.
mesopotamicuEornari et al. (2010) e Neves et al. (prelo) retataalteracdes morfologicas
em todos os tratamentos. Destacaram, no entamotencial do metanol como crioprotetor
intracelular que para Fornari et al. (2010) o efdienéfico pode ser potencializado
associando a sacarose (crioprotetor extracelutacyinpreservacédo de embrides de peixes.

Estudando crioprotetores na congelacédo de emlt@&lesmesopotamicyg-ornari et al.
(2010), Neves et al. (prelo) e Ninhaus-Silveirale{2007) na congelacdo de embridesde
lineatus destacaram as principais injurias causadas petwegso com auxilio da
eletromicrografia de varredura. As injurias prowtss na estrutura dos micrésporos,
microestruturas responsaveis pela protecdo e wecfluidos entre o embrido e 0 meio
externo (Rawson et al., 2000), ilustram seguramembeidez dos crioprotetores. Deste modo,
pode-se evidenciar que as alteracfes no coriorenhsioes deC. macropomunpodem ter
sido causadas pelo fluxo/influxo abrupto da aguio ecrioprotetor. Essa acdo mecéanica €
prevenida utilizando crioprotetores extracelulages especial a sacarose (Woeldrs, 1997).
Esta pode ser uma boa explicagdo para a reduzitiezodo metanol quando associado a
sacarose destacado no estudo de Streit Jr. et2@07), resfriando embrides de.
mesopotamicusMesmo que a concentracdo do metanol neste refestudo tenha sido de
apenas 10%, os embrides ficaram em contato comugasocrioprotetora por longas seis

horas resfriadas, ndo havendo diferenca de taxeclds&o para o controle. Seguramente



74

associar altas concentracdes de metanol com sacgr@s um estudo de vitrificacdo seria

uma boa opc¢éo a ser avaliada.

Conclusao

O metanol € um potencial crioprotetor para os estute criopreservacado de embrides
de tambaqui@. macropomum
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Conclusdes gerais

O metanol é um potencial crioprotetor para osdestwe criopreservacdo de embrides
de peixes.

A sacarose em associagdo ao metanol promove efestovo para o resfriamento do
embrido de tambaqui e devem ser testados tamb@no@sssos de congelacéo e vitrificacao.

Para o processo de vitrificagdo deve se testarsse associada a metanol, e o tempo
de exposicdo nessa solucao.

Para o método de congelacdo sugere testar cuevessfiliamentos com quedas mais
rapidas, acima de 1°C por minuto. Outro ponto ingme € a inducdo a cristalizacédo
(seeding), o tempo e método devem ser bem ajustados



