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RESUMO

O objetivo nesse trabalho foi desenvolver uma metodologia de criopreservagdo de
embrides de pacu (Piaractus mesopotamicus) e analisar as injlrias causadas nestes
embrides apos a aplicagdo de crioprotetores intracelulares, metanol e etilenoglicol nas
concentragdes de 7%, 10% e 13% e a adicdo de um crioprotetor extracelular, a sacarose
0,1 M, durante a exposi¢ao de 10 minutos, submetidos as técnicas de congelagdo e
descongelagdo. Apds a exposi¢do aos crioprotetores foram processados 10 embrides em
historesina e avaliou-se a preservacao morfologica de acordo com trés categorias para as
estruturas embrionarias e extra-embrionarias. Os crioprotetores utilizados nao alteraram
a preservagao do corion. A sacarose teve efeito positivo sobre a preservacao do vitelo
quando comparada aos crioprotetores intracelulares. Maior acidofilia dos granulos de
vitelo indica efeito positivo apenas com a utilizagdo de sacarose e interacdo do
crioprotetor intracelular e sacarose. Houve efeito positivo com a utilizagdo da sacarose
para as caracteristicas de numero e tamanho dos nucleos presentes na camada sincicial
vitelina, com efeito significativo da interacao crioprotetor intracelular e sacarose sobre o
tamanho dos nucleos. O crioprotetor intracelular etilenoglicol permitiu maior
diferenciacdo das camadas germinativas comparado ao metanol, mas ndo houve
diferenca significativa de utilizacdo da sacarose. A associacdo do etilenoglicol na
concentragdo de 7% com a sacarose mostrou ser a melhor combinagao de crioprotetores
para preservagdo do vitelo e camadas germinativas de P. mesopotamicus. Para a analise
da morfologia embrionaria foram envasados e congelados 20 embrides/tratamento e
apos a descongelagdo trés embrides, em média, resultantes desse processo foram
incluidos em historesina, corados com hematoxilina-eosina e analisados em
microscopio Optico (MO). Um palhete/tratamento contendo embrides foi descongelado
e mantidos em incubadora com o objetivo de acompanhar o desenvolvimento, ndo
resultando em eclosdo de embrides. Amostras de dois embrides submetidos aos
tratamentos com metanol e etilenoglicol na concentracdo de 10% associado ou ndo a
sacarose e os tratamentos agua e agua com sacarose foram processados e analisados em
microscopia eletronica de varredura (MEV). Apesar dos embrides apresentarem as
estruturas tipicas da fase, como, cérion, vitelo, camada sincicial vitelina e blastoderme,
as mesmas encontravam-se alteradas em 100% dos embrides quando analisadas em MO

e MEV. O cérion apresentou-se irregular e rompido; auséncia de individualizag¢do dos
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granulos de vitelo; a camada sincicial vitelina apresentou formato, espessura e tamanho
irregulares e a blastoderme apresentou nucleos alterados no formato e as vezes ausentes,
localizada em regides atipicas ou ausentes em alguns embrides. Nenhum tratamento foi
efetivo para preservacdo do embrido e conseqiiente eclosdo. Os protocolos utilizados
ndo evitaram a formagdo de gelo intracelular resultando em altera¢cdes morfoldgicas
graves durante os processos de congelagao e descongelacao, inviabilizando os embrides

de P. mesopotamicus.

Palavras-chave: embrides de Piaractus mesopotamicus, criopreservagao, crioprotetores,

injurias celulares, microscopia eletronica de varredura, preservacao morfologica.



XV

ABSTRACT

This study aimed to develop a methodology of pacu (Piaractus mesopotamicus)
embryos cryopreservation and to analyze the injury cells caused in these embryos after
the cryoprotectants intracellulares, methanol and ethylene glycol applications, in
concentrations of 7%, 10% and 13% with the addition of an extracellular cryoprotector,
the sucrose 0,1 M. After the exposure 10 embryos were processed in historesin and the
morphologic preservation was evaluated in agreement with three categories considering
the characteristics: chorion, yolk, yolk syncytial layer and germ layers. The used
cryoprotectors did not alter the chorion preservation. The sucrose had significant effect
on yolk preservation when compared to the intracellulares cryoprotectors. A higher
acidophilia of the yolk granules indicated a positive effect only when the sucrose was
used and with the interaction of cryoprotector intracellular and sucrose. There was
positive effect with the use of the sucrose for the number and size characteristics of
nuclei present in the yolk syncytial layer with significant effect of the interaction
between intracellular cryoprotector and sucrose on the nuclei size. The intracellular
cryoprotector ethylene glycol allowed a higher differentiation of the germ layers when
compared to the methanol, but there was not any significant difference in using sucrose.
The association of the ethylene glycol in the concentration of 7% with sucrose showed
to be the best cryoprotectors combination to the preservation of the yolk and germ
layers of Piaractus mesopotamicus. To analyzed embryonic morphology a total of 20
embryos/treatment were fill and frozen and after thawing three embryos, on average,
resultants of that process were included in historesin, stained with hematoxilin-eosin
and analyzed under optical microscope (OM). A straw/treatment containing embryos
was thawed and maintained in incubator with the objective in order to accompany the
development, not resulting in embryos outbreak. Samples of two embryos submitted to
the treatments with methanol and ethylene glycol in the concentration of 10% associated
or not with sucrose and the treatments water and water with sucrose frozen and not
frozen were processed and analyzed through scanning electron microscopic (SEM). In
spite of the embryos presenting the typical structures of the phase such as chorion, yolk,
yolk syncytial layer and germ layers they were altered in 100% when the embryos were

analyzed under OM and SEM. The chorion became irregular and broken; absence of
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individualization of the yolk granules; yolk syncytial layer presented shape thickness
and irregular size and the blastoderm presented altered nuclei in the shape and
sometimes lacking, located in atypical areas or absent in some embryos. No treatment
was effective for embryo preservation and consequent appearance. The used protocols
did not avoid the intracellular ice formation resulting in serious morphologic alterations
during the freezing and thawing processes, making unfeasible the embryos of P.

mesopotamicus.

Key words: embryos of Piaractus mesopotamicus, cryopreservation, cryoprotectants,

injury cells, scanning electron microscopic, morphology preservation.
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INTRODUCAO



1. Introducéo geral

Em 2004, a produgdo mundial pesqueira junto com a aqiiicultura alcangaram 106
milhdes de toneladas. A aqliicultura ¢ o setor de producao de alimentos de origem
animal com crescimento mais elevado, especialmente nos paises em desenvolvimento.
Este setor contribui com cerca de 1/3 do abastecimento mundial de produtos pesqueiros.
A producdo em cativeiro de peixes, crustaceos e moluscos esta expandindo, tendo
alcang¢ado 30% da produc¢do global nas ultimas décadas, principalmente nos paises em
desenvolvimento (FAO, 2007).

Estimativas preliminares para o ano de 2005, baseadas em informagdes fornecidas
pelos principais paises produtores de pescado, indicam que o total da produ¢ao mundial
pesqueira alcangou quase 142 milhodes de toneladas, representando um aumento de mais
de 1 milhdo de tonelada comparado a 2004 (FAO, 2007). No Brasil, a produ¢do na
década atual foi cerca de 150-250 ton/ano o que corresponde a 15-25% da produgdo
total de pescado produzido mundialmente (Godinho, 2007). Neste contexto, os peixes
constituem o principal grupo de organismos aquaticos cultivados, com 80-85% da
produgdo, seguidos pelos camardes marinhos e moluscos, sendo que as espécies mais
cultivadas sdo as tilapias, carpas e bagres (Camargo & Pouey, 2005) e ainda tambaquis
e surubins (Queiroz et al., 2002).

De acordo com as estatisticas providas pelo IBAMA, em 2005 foram cultivadas
114 mil toneladas de peixes exoticos e 56 mil toneladas de peixes nativos, da produgdo
da piscicultura no Brasil. Os peixes redondos (espécies e hibridos do género Piaractus e
Colossoma responderam por 82% da quantidade de peixes nativos cultivados.

Os avangos tecnologicos que viabilizaram a producao de peixes nativos no Brasil,
em particular de peixes redondos, tiveram inicio na década de 80, com a utilizagcdo da
propagacdo artificial e no inicio da década de 90, esse avango consolidou-se com a
utilizagdo da tecnologia de criopreservagdo de s€émen de pacu. Hoje as pesquisas estdo
voltadas para o aperfeicoamento do manejo reprodutivo e aplicagdo de biotecnologias
nos processos reprodutivos como a criopreservagdo e resfriamento de embrides dessa

espécie, permitindo um grande sucesso para a producdo na aqiiicultura (Castagnolli &

Zuim, 1985).



2. Revisao de Literatura

2.1) Espécie: pacu (Piaractus mesopotamicus) (Holmberg, 1887)

O pacu (P. mesopotamicus) ¢ um peixe da ordem Characiformes, familia
Characidae e subfamilia Myleinae (Nakatani et al., 2001) anteriormente denominado de
Colossoma mitrei (Géry, 1986). E originario da Bacia do rio Prata, especificamente
encontrado nos rios Parana, Paraguai e Uruguai (Gongalves & Urbinati, 2005).

Em ambientes naturais sua coloracdo ¢ quase preta, passando a amarelo brilhante
quando estd na cabeceira dos rios para efetuar a desova (Britski, 1999). O periodo
reprodutivo dessa espécie estende-se de novembro a janeiro, tendo desova total e
fecundacdo externa. Essa espécie realiza migragdes reprodutivas a fim de liberar seus
gametas (Romagosa et al., 1988).

Além da facilidade na adaptagdo as condig¢des de cultivo, o pacu ¢ uma das
espécies mais promissoras para a piscicultura brasileira, pelo seu habito alimentar
onivoro, crescimento rapido, rusticidade, fecundidade elevada, facil adaptacdo a
alimentagao artificial e grande aceitagdo no mercado consumidor (Castagnolli & Zuim,
1985).

Entretanto, esta espécie ndo se reproduz naturalmente em ambientes confinados,
necessitando ser induzida a reprodugao através de agentes hormonais, a fim de obter
sucesso na reproducao (Castagnolli & Donaldson, 1981; Romagosa et al., 1988; Lima et
al., 1991).

Observando as qualidades do P. mesopotamicus, em meados dos anos setenta,
pesquisadores comegaram a trabalhar com esta espécie a fim de desenvolver um pacote
tecnologico para o cultivo deste peixe. Desde entdo, diversos trabalhos foram e vém
sendo desenvolvidos a fim de viabilizar a sua producdo em larga escala (Castagnolli &
Zuim, 1985; Lima et al., 1991; Pezzato et al., 1995; Silva et al., 1997).

O interesse por esta espécie passa por diversas areas como a reproducdo,
economia, fisiologia geral, patologia e sanidade, manejo geral, todas visando a produgao
em larga escala (Castagnolli & Donaldson, 1981; Romagosa et al., 1985; Ceccarelli et
al., 1988; Senhorini et al., 1988; Bernardinho & Melo, 1989; Bernardinho & Ferrari,
1989; Lima et al., 1989; Ceccarelli et al., 1990; Chabalin & Neves, 1996).



No inicio da década de noventa, trabalhos com congelagdo de sémen de P.
mesopotamicus despertaram grande interesse no aprofundamento do conhecimento nas
diversas areas pesquisadas, como: aplicacdo de novas tecnologias para a conservagao de
sémen (Miliorini et al., 2002; Carolsfeld et al., 2003), utilizacdo de diferentes tipos de
indutores hormonais reprodutivos (Zaniboni Filho, 1995; Silva et al., 1997; Streit Jr. et
al., 2002); estudo da embriogénese (Ribeiro et al., 1995), conhecimento da biologia
reprodutiva (Romagosa & Narahara, 2002; Streit Jr. et al., 2005); permeabilidade de
membranas e propriedades osmoticas das células (Ninhaus-Silveira et al, 2006).

Hagedorn et al. (1997b; 1998; 2004) utilizam ‘“zebrafish” (Brachydanio rerio)
como modelo de estudo para o desenvolvimento de uma biotecnologia de
criopreservacdo de embrides de peixe. Esses autores relacionam algumas vantagens de
se usar esta espécie, como: conhecimento da biologia reprodutiva desta espécie,
resisténcia aos crioprotetores utilizados na congelagdo de embrides de mamiferos,
facilmente adaptaveis aos ambientes. O “zebrafish” ¢ um peixe pequeno e facil de ser
manipulado em laboratorio, sdo altamente prolificos, caracterizam-se por um rapido
desenvolvimento, sendo que seus embrides sdo transparentes e facilmente observados
em microscopico durante o desenvolvimento.

O Piaractus mesopotamicus tem sido adotado como espécie nativa modelo para
estudos com criopreservacdo de embrides. Recentemente, importantes trabalhos tém
sido realizados com a utilizagdo dessa espécie para o desenvolvimento de uma
tecnologia de resfriamento de embrides com diferentes solugdes crioprotetores (Streit Jr.

et al., 2007) assim como a criopreservagao destes embrides (Streit Jr., 2005).

2.2) Fases do desenvolvimento embrionario

O desenvolvimento embrionario de peixes tem sido estudado em diversas espécies
brasileiras, dentre elas destacam-se as pesquisas realizadas com os teledsteos:
Prochilodus lineatus (Castellani et al., 1994), Colossoma macropomum (Albuquerque et
al., 1994), Piaractus mesopotamicus ¢ o hibrido Tambacu (Ribeiro et al., 1995),
Pimelodus maculatus (Luz et al., 2001), ¢ a familia dos Bryconinae, Brycon cephalus
(Lopes et al., 1995; Romagosa et al., 2001), Brycon insignis (Andrade- Talmelli et al.,
2001) e Brycon orbignyanus (Ganeco, 2003; Landinez et al., 2004).

No estudo do desenvolvimento embrionario, diferentes critérios sdo utilizados para

estabelecer estagios ou fases (Matkovic et al., 1985; Carter & Wourms, 1991; Castellani



et al., 1994; Ribeiro et al., 1995; Kimmel, 1995; Nakatani et al., 2001). Para o pacu (P.
mesopotamicus) Ribeiro et al. (1995) consideraram a morfologia externa do ovo ¢ suas
caracteristicas microscopicas dividindo a embriogénese desta espécie em quatro fases:
pos-fecundacdo: uma tnica célula; segmentagdo: incluindo as fases de morula e
blastula; morfogénese e organogénese inicial: incluindo as fases de gastrula inicial,
intermediaria e avangada; organogénese média, tardia e eclosdo: desde o aparecimento
dos primeiros pares de somitos até a eclosdo das larvas.

O processo de estagiamento ¢ uma ferramenta fundamental nos estudos de
desenvolvimento, isto porque diferentes embrides, mesmo sendo de uma mesma prole,
podem apresentar taxas e tempos de desenvolvimento ligeiramente diferentes. Esta
diferenca de tempo no desenvolvimento pode estar relacionada diretamente com a
temperatura de incubacdo (Landinez et al., 2004).

Esta assincronia foi observada para embrides de “zebrafish” fertilizados
simultaneamente com a mesma temperatura de incubacao de 28°C (5-10 embrides/ml)
(Walker & Streisinger, in Westerfield, 1983) e também concorda com as observagdes
feitas por Kimmel et al. (1995) para outros teleosteos.

Além da temperatura, a quantidade de vitelo presente no ovo também influencia no
tempo de desenvolvimento. Nos peixes, considera-se que quanto maior a quantidade de
vitelo, mais lenta a velocidade de desenvolvimento embrionario (Ganeco, 2003).

O Piaractus mesopotamicus, conhecido como pacu, realiza migragdes ¢ se
reproduz no leito dos rios na estagcdo das chuvas. O periodo reprodutivo estende-se de
novembro a janeiro, apresentando desova total ou Unica e ndo protecdo a prole. Os
ovocitos liberados sdao livres, de coloracdo amarelada e a fecundacdo ¢ externa
(Romagosa, 1988).

Os ovos de teledsteos, inclusive da espécie estudada, sdo telolécitos, pelo fato do
vitelo estar concentrado no polo vegetativo, com citoplasma e suas organelas
localizadas no poélo animal, além disso, ¢ visivel a diferenca entre os dois polos animal e
vegetal, ap6s o processo de hidratacdo dos mesmos (Kimmel et al., 1995; Ribeiro et al.,
1995).

Os ovos de pacu recém fecundados apresentam didmetro de 2,69mm, o espago
perivitelino ¢ amplo (25,41%) com tamanho médio de 1,4Imm. A embriogénese dessa
espécie ocorre rapidamente, podendo variar de acordo com a temperatura da agua,

permanecendo ao redor de 16 horas a 26,8°C (Nakatani et al., 2001).



A diferenciacdo inicia-se cerca de seis horas apos a fecundagdo e a extremidade
caudal solta-se depois de aproximadamente 12 horas, ocorrendo eclosdo das larvas apos
16 horas, medindo acerca de 3,05mm de comprimento total (Nakatani et al., 2001)

O periodo de hidratacdo pode variar entre as espécies devido ao tamanho do ovo,
sendo de 30 minutos apds fertilizagdo para piracanjuba (Landinez et al., 2004), 20
minutos para o tambaqui (Albuquerque et al., 1994) e menos de um minuto para o pacu
(Ribeiro et al., 1995).

A clivagem dos ovos de P. mesopotamicus ¢ do tipo meroblastica ou parcial, por
ocorrer apenas no pdlo animal. Tal clivagem ¢ tipica dos ovos de peixes descrita por
outros autores (Ribeiro et al., 1995; Ganeco, 2003; Landinez et al., 2004).

A Figura 1 representa a imagem de um embrido e estruturas extra-embrionarias de
teledsteo evidenciando os principais compartimentos: cérion, espago perivitelino,

blastoderme, camada sincicial vitelina e vitelo.

blastoderme

Figura 1 - Imagem de um embrido e estruturas extra-embriondrias de teledsteo
evidenciando os principais compartimentos: coérion, espago perivitelino, blastoderme,

camada sincicial vitelina e vitelo.
Fonte: Adaptado de Hagedorn et al., 1997a.



2.3) Criopreservagéo de embrides de peixes

Desde Blaxter (1953) quando em seus estudos aplicou a tecnologia da
criopreservacdo de espermatozodide para “Atlantic herring” com aproximadamente 80%
de motilidade celular, os estudos nessa area tém tido muito sucesso para teledsteos
marinhos e de d4gua doce, incluindo ciprinideos, salmonideos, siluriformes e
characiformes (Harvey & Ashwood-Smith, 1982; Stoss & Donaldson, 1983; Leung &
Jamison, 1991; Rana, 1995).

A criopreservacdo visa manter o metabolismo celular em estado quiescente,
tornando possivel a conservacdo de células e tecidos por tempo indeterminado. As
técnicas atuais utilizadas para o armazenamento dos embrides sdo a congelagdo
tradicional e a vitrificagao.

O sucesso na criopreservagdo de embrides de peixe poderia abrir novas
perspectivas no cultivo de peixes e no manejo de espécies ameagadas de extingdo e,
além disso, ajudar na preservacdo de espécies raras (Wildt et al, 1993).
Adicionalmente, esta tecnologia poderia fornecer embrides de algumas espécies em
determinadas esta¢des do ano quando ndo poderiam desovar naturalmente (Janik et al.,
2000) permitindo um aumento na produc¢do comercial (Wildt, 1989; 1993; Ballou,
1992). A habilidade de criopreservar embrides de teledsteos poderia permitir o estoque
de uma grande diversidade de genes em um espago minimo.

Muitos problemas relacionados as caracteristicas morfofisioldgicas dos embrides
impedem que a criopreservacdo de embrides de peixe tenha sucesso: (i) ovos da maioria
das espécies sdo grandes (usualmente 1-7mm), resultando em uma baixa razdo entre a
superficie e o volume, o que pode retardar o fluxo/influxo da agua e dos crioprotetores;
(i1) grande tamanho dos granulos de vitelo, o que pode aumentar a probabilidade da
ruptura da membrana pela formagdo intracelular de gelo; (iii) ovos com presenga de
duas membranas (sistema compartimental, vitelo e blastoderme), possibilitando
diferentes propriedades de permeabilidade; (iv) semipermeabilidade das membranas ao
redor do embrido, como o coérion, o que inibindo o fluxo/influxo da agua e dos
crioprotetores; (v) embrides com alta sensibilidade ao frio (Stoss, 1983; Harvey, 1983;
Zhang & Rawson, 1995; Hagedorn et al., 1996; 1997a).

Processo de criopreservacdo de embrides pode ser extremamente prejudicial a

organizacdo celular do embrido. Dobrinsky (1996) citou em seus trabalhos que a



formacdo de cristais de gelo intracelular pode lesar a membrana plasmatica da célula e
que o armazenamento em nitrogénio (Ny) pode desnaturar as fungdes intracelulares e as
organelas. Em relagdo a citoarquitetura dos embrides, este autor verificou que pode
ocorrer destruicdo das estruturas que participam do citoesqueleto, o que leva a perda da
sua forma intracelular causando destruicao irreparavel a célula.

A prevencdo da formagdo de cristais de gelo nas células ou tecidos ¢ necesséria
para o sucesso na criopreservacdo e sobrevivéncia dos embrides. A comparacdo da
sobrevivéncia dos embrides apds resfriamento e porcentagem de embrides na qual
houve a formagao de gelo intracelular durante o resfriamento, mostrou que os padrdes
destas curvas sdo similares, indicando que a formagdo de gelo foi, provavelmente, o
principal fator de limitacdo da sobrevivéncia dos embrides (Harvey, 1983).

Os procedimentos da criopreservacao para cada tipo de embrido e célula deveriam
ser feitos individualmente, baseados em um completo entendimento da permeabilidade
celular (Hagedorn et al., 1997). Quando as membranas celulares sdo expostas aos
gradientes da 4gua e dos crioprotetores, o fluxo desses constituintes ocorre através das
membranas, se esta for permedvel a dgua e aos crioprotetores (Hagedorn et al., 1997). A
taxa de congelamento 6tima depende da permeabilidade da membrana e dos solutos, de
uma maneira complexa. Por exemplo, se a taxa de congelamento ¢ muito rapida, pode
haver um tempo insuficiente para a desidratagdo celular, ocasionando um congelamento
intracelular, causando a lise da célula pela formagao (cristalizacdo) de gelo intracelular.
Em contraste, se a taxa de congelamento ¢ muito lenta, os embrides podem ser
danificados irreparavelmente devido a excessiva desidratacdo citoplasmatica (Mazur,
1963; 1984; Rall, 1992).

Hagedorn et al. (1997) identificaram dois fatores para o insucesso nos protocolos
de criopreservacao de embrides de peixes, ambos relacionados a permeabilidade da
agua e do crioprotetor. O primeiro estd relacionado a membrana protetora externa,
corion. Esta camada ndo celular composta, principalmente, por glicoproteinas (Begovac
& Wallace, 1986; Hamazaki et al., 1985) poderia dificultar a entrada e saida da agua e
dos crioprotetores no embrido (Harvey, 1982). Esta estrutura de protecdo pode ser
removida por microcirurgia que em grande escala ou em rotinas de criopreservacao
poderiam ser inviaveis.

No entanto, recentemente, os trabalhos realizados nesta area tém utilizado um
método seguro e facil que foi desenvolvido por Westerfield (1983) para embrides de

“zebrafish”, para a remocao dessa estrutura. Utiliza-se uma enzima denominada pronase



que além de ser pratica ¢ de grande utilidade para uma variedade de espécies. Ninhaus-
Silveira et al. (2006) utilizaram 0,25 mg/mL de pronase a 28° C por 30 segundos para
embrides de curimbatd (Prochilodus lineatus) conseguiram a retirada completa do
corion, observando que a enzima nao foi toxica aos embrides.

O segundo fator para o insucesso nos protocolos de criopreservagdo estd
relacionado as informacgdes insuficientes na cinética da permeagdo dos crioprotetores
para dentro dos compartimentos, envolvendo a distribuicdo e comportamento osmoético
da agua no interior da blastoderme e do vitelo, necessitando de uma melhor
compreensdo da taxa de passagem da agua através da membrana e do citoplasma do
embrido.

Nos embrides de peixes a camada sincicial vitelina (CSV) também tem sido
identificada como um dos principais obstidculos para o sucesso das técnicas de
criopreservagdo, por impedir a penetragdo do crioprotetor na regido do vitelo (Zhang &
Rawson, 1996; Janik et al., 2000). Essa camada ¢ um sincicio citoplasmatico e também
pode ser denominada periblasto, estd subjacente a blastoderme, recobrindo o vitelo,
posicionando-se de forma extra-embriondria, ndo contribuindo, portanto, para a
formagao do corpo do embrido, sendo uma caracteristica comum a todos os teledsteos
(Balinsky, 1970).

Ela diferencia-se das demais células da blastoderme por apresentar maior basofilia,
com aproximadamente 10 um de espessura tornando-se mais delgada, 2 um em
“zebrafish” (Hisaoka & Firlit, 1960; Kimmel et al., 1995) além de ser uma estrutura de
sustentagdo e separagdo do vitelo (Ninhaus-Silveira et al., 2006) sendo significativa na
disponibilidade do vitelo para o embrido, tornando-o vidvel para o desenvolvimento
embriondario (Balinsky, 1970; Trinkaus, 1984). Trinkaus (1984) e Kimmel et al. (1995)
ressaltam que essa camada parece ser o motor para o movimento de epibolia.

Com relacao a importancia da CSV na incorporacao do vitelo pelo embrido, parece
que as microvilosidades encontradas na parte superior desta camada as quais sdo
projegdes de membranas que se estendem por entre os globulos de vitelo, em
Prochilodus lineatus, indicam que o material vitelinico é quebrado através de enzimas
hidroliticas como sugerido por Ninhaus-Silveira (2007) e, entdo, transferido para a
blastoderme.

Em trabalho realizado por Hagedorn et al. (1996) estes autores descreveram que a
CSV ¢ a principal barreira para o influxo dos crioprotetores dentro do vitelo, criando

uma barreira de permeabilidade entre o vitelo e a blastoderme, na qual minimiza a
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entrada e saida da maioria dos crioprotetores. Em 1998, estes mesmos autores em
estudos de permeabilidade em embrides de “zebrafish”, observaram que o dano do
crioprotetor ao embrido ¢ em grande parte devido a crioprote¢do insuficiente na regido
de conexao do vitelo com a CSV.

No entanto, Ninhaus-Silveira (2007) em trabalho para caracterizar a CSV
demonstrou que ndo ha caracteristicas ultraestruturais indicadoras de que esta
membrana se constitua como uma barreira a entrada de crioprotetores, como destacado
por Hagedorn et al. (1996; 1998).

Outro método de congelamento muito utilizado para embrides de mamiferos tem
sido recomendado para embrides de peixes, a vitrificacdo, a qual evita a formagao de
cristais de gelo intracelulares e extracelulares que sdo os responsaveis pela danificacdo
das membranas e organelas celulares. Esse processo ¢ determinado pelo uso de
crioprotetores em altas concentragdes e rapidas taxas de resfriamento (Papadopoulos et
al., 2002). Para criopreservagao de embrides de zebrafish a vitrificagdo parece ser um
método atrativo porque reduz os danos ultra-estruturais a varias células, causados pela
formacao intra e extracelular de cristais de gelo (Rall, 1987; Kasai, 1996) e remove os
efeitos deletérios da sensibilidade ao frio dos embrides (Zhang & Rawson, 1995;
Hagedorn et al., 1997).

A toxidez do agente crioprotetor ¢ um dos fatores mais criticos no sucesso da
vitrificagdo de embrides, variando conforme a concentracio, o tempo e a temperatura de
exposicdo. Além disto, embrides de diferentes espécies ou estadios de desenvolvimento
podem tolerar diferentes niveis de exposicao a agentes crioprotetores (Dinnyés et al.,
1998; Ahammad et al., 1998; Zhang & Rawson, 1995).

Em experimentos com protocolos de vitrificagdo onde houve total destrui¢do da
camada sincicial vitelina, Hagedorn et al. (1998) sugeriram que mudangas sutis também
podem ter ocorrido na blastoderme e no vitelo apds os tecidos terem sidos congelados e
descongelados, citando que a mera presenca de elementos estruturais dentro dos tecidos
ndo significa que eles estdo presentes em quantidades suficientes para uma fungdo
celular normal.

Em trabalho recente, Hagedorn et al. (2004) estudando a temperatura de formagao
do gelo dentro e fora dos embrides de “zebrafish”, demonstraram que o congelamento
lento ndo ¢ uma opgao satisfatoria para a preservagdo de embrides de peixes, indicando
que € necessario aumentar as pesquisas com vitrificacdo. Estes autores sugerem que as

pesquisas na area de biologia molecular podem contribuir para a descoberta de uma



11

metodologia de criopreservacao, tal como a introducdo de poros na CSV, através de
procedimentos quimicos (anticorpos) ou fisicos (eletroporagao).

Apesar das tentativas de criopreservagdo com varias espécies, “herring” (Clupea
harengus), “rainbow trout” (Oncorhynchus mykiss), “coho salmon” (Oncorhynchus
kisutch), “brook trout” (Salvelinus sp.), “zebrafish” (Brachydanio rerio), “common
carp” (Cyprinus carpio), “red drum” (Sciaenops ocellatus) e “flounder” (Paralichthys
olivaceus) ter tido sucesso limitado (Zell, 1978; Whittingham, 1980; Stoss &
Donaldson, 1983; Zhang et al., 1993; Janik et al., 2000; Chen, 2004), recentemente
muitos trabalhos tém sido desenvolvidos na tentativa de solucionar os problemas
relacionados as dificuldades de criopreservacao de embrides (Cloud, 2000; Streit Jr. et
al., 2000; Ahammad et al., 2002; Dobrinsky, 2002; Ahammad et al., 2003; Beirdo,
2006; Ninhaus-Silveira et al., 2006; Streit Jr. et al., 2007).

2.4) Crioprotetores

Os crioprotetores tém como funcdo proteger as células e tecidos durante a
criopreservacdo ¢ descongelacdo (Beirdo, 2006). Podem ser divididos em duas
categorias: intracelulares e extracelulares.

Os crioprotetores intracelulares sdo solutos organicos responsaveis por proteger as
organelas das células durante o resfriamento. Sdo moléculas com baixo peso molecular
e desta maneira podem atravessar as membranas celulares com relativa facilidade. Os
mais comumente utilizados sdo o etilenoglicol, propilenoglicol, dimetilsulféxido
(DMSO), glicerol, metanol e etanol. Os crioprotetores extracelulares sdo as
macromoléculas e aglicares cujas fungdes sdo reduzir a formagdo de gelo, facilitar a
desidratacdo das células e proteger a membrana celular, possuem alto peso molecular
ndo podendo permear as células. Os mais utilizados sdo a sacarose, glicose, lactose,
trehalose, polivinilpirrolidona (PVP) e manitol (Niemann, 1991; Denniston et al., 2000).

O funcionamento do crioprotetor estd relacionado aos processos de entrada de
crioprotetor e saida da dgua na pré-congelagdo; entretanto, na descongelagdo dos
embrides este processo ¢ inverso. Segundo Schneider & Mazur (1984) o embrido
quando exposto a um crioprotetor intracelular, retrai devido a perda de dgua causada
pela hiperosmolaridade inicial do meio extracelular, e também porque o embrido ¢ mais

permeavel a saida de dgua do que a entrada do crioprotetor. O indice de entrada do
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crioprotetor depende do coeficiente de permeabilidade deste e da temperatura da
solucdo. O equilibrio ¢ atingido quando o embrido retorna ao seu volume anterior em
meio isotonico.

As caracteristicas fundamentais para um eficiente agente crioprotetor ¢ o baixo
peso molecular, como ¢ o caso dos crioprotetores intracelulares, sua alta capacidade de
atravessar a membrana celular e uma baixa toxicidade (Kasai et al., 1996). Em geral,
agentes com rapida capacidade de penetragdo sdo mais favoraveis, porque o tempo de
exposicdo ao crioprotetor antes do rapido resfriamento € curto, prevenindo assim, as
injarias osméticas (Kasai et al., 1996).

Os crioprotetores extracelulares permitem a reducdo da concentragdo dos
crioprotetores intracelulares, diminuindo a toxicidade celular. Segundo Rall (1987) a
sacarose tem o efeito adicional de protegdo celular, pois este crioprotetor causa
desidratagdo em embrides de camundongo, reduzindo a quantidade de &4gua no
citoplasma da célula e desta forma, evitando a formac¢do de gelo intracelular. Entretanto,
Martinez et al. (2002) demonstraram que altas concentragcdes de sacarose (0,5M)
resultaram em baixas taxas de nascimento para embrides de bovinos.

As altas concentragdes de crioprotetores podem causar danos as células devido a
sua toxicidade quimica. Porém, os efeitos da toxicidade podem ser minimizados através
da exposi¢do breve aos crioprotetores ou através de rapidas taxas de resfriamento (Vajta
et al., 1998). As rapidas taxas de resfriamento podem diminuir as injurias celulares
através da passagem direta pela zona perigosa de resfriamento que esta entre + 15°C e —
5°C (Martino et al., 1996a).

Diferentes estratégias estdo sendo utilizadas para minimizar os danos osmoticos e
toxicos, através da aplicacdo de crioprotetores menos toxicos, bem como a combinagdo
de dois ou trés crioprotetores (Kasai et al., 1996; Vajta, 2000). Para Denniston et al.
(2000) o desempenho dos agentes crioprotetores intracelulares (metanol, DMSO,
glicerol, etilenoglicol) pode ser otimizado associando os crioprotetores de acgdo
extracelular (glicose, sacarose, trehalose).

Metanol, dimetilsulféxido (DMSO), glicerol, etilenoglicol e sacarose sdo as
combinagdes crioprotetoras mais comumente utilizadas. Todos eles sdao reportados
como sendo moderadamente tdxicos (Harvey, 1983; Robertson & Laurence, 1988).
Deste modo, a toxicidade dos crioprotetores limita a concentracdo que eles podem ser

usados e isso limita a eficiéncia da crioprotecdo destes agentes (Arakawa et al., 1990).
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Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos para relatar a toxicidade dos
crioprotetores em embrides de peixes (Zhang et al., 1993; Hagedorn et al., 1997a, 1997b
e 2000; Chen, 2004); porém muitos deles ndo trataram da natureza multicompartimental
desses embrides (Hagedorn et al., 1998).

Hagedorn et al. (1998) relataram que embrides de “zebrafish” sdo formados por
dois compartimentos celulares, vitelo e blastoderme. Assim os compartimentos
celulares com a mais baixa permeabilidade da 4agua e do crioprotetor devem ser
considerados e que o sucesso na criopreservacdo também ocorre quando o dano do
crioprotetor a célula ¢ eliminado.

Harvey et al. (1983) examinaram a permeabilidade do glicerol ¢ do DMSO em
embrides de “zebrafish” com 50% de epibolia. Eles encontraram que o DMSO permeou
em embrides sem corion (descorionificados) e o glicerol e o DMSO, permearam nos
embrides intactos. Porém, eles ndo conseguiram esclarecer a quantidade e a localizagao
da permeacao dos crioprotetores. Posteriormente, em experimento com criopreservacao,
Harvey (1983), observou que o glicerol protegeu somente a blastoderme, e que nenhum
crioprotetor foi eficaz para proteger o embrido inteiro a temperatura de — 196° C.

Suzuki et al. (1995) em trabalho realizado para observar a relag@o entre a toxidade
do crioprotetor DMSO e sua concentracao em embrides de peixe (carpa, medaka e truta
arco-iris), observaram a entrada do DMSO para o espago perivitelino em alguns tecidos,
mas o nivel de permeagdo foi insuficiente para a criopreservagdo. O mesmo foi
observado por Lubzens et al. (1998) trabalhando com carpa japonesa.

Zhang & Rawson (1996) testaram uma variedade de crioprotetores para verificar a
permeacdo destes em embrides de “zebrafish” intactos e descorinificados. FEles
verificaram que somente o metanol mostrou uma permeacdo evidente para dentro do
embrido.

Hagedorn et al. (1997a; 1997b) examinaram a multicompartimentalizagdo de
embrides de zebrafish usando uma variedade de técnicas que poderiam revelar uma
resposta @ permeabilidade individual de cada compartimento do embrido. Estes
experimentos identificaram que a camada sincicial vitelina ¢ uma barreira para o
movimento do crioprotetor para dentro do embrido. Especificamente, pouca ou
nenhuma quantidade de DMSO ou propilenoglicol penetrou no vitelo, mas houve
permeagdo do metanol.

Hagedorn et al. (1998) identificaram a existéncia e a localiza¢do da barreira de

permeabilidade para DMSO e propilenoglicol, quantificando os parametros de
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permeabilidade da dgua e do soluto para o vitelo e a blastoderme. Dois métodos foram
utilizados para estimar os parametros de permeabilidade. O primeiro mediu a mudanca
volumétrica da entrada do crioprotetor através do microscdpio Otico, € o segundo,
analisou a entrada do crioprotetor através do espectroscopio de ressonancia magnética
nuclear. Este estudo verificou que o principal local de dano letal do crioprotetor poderia
ocorrer dentro do compartimento do vitelo, desta forma sem uma crioprotecdo
suficiente dentro do vitelo, ocorre a formacdo de cristais de gelo, danificando o
embrido.

Neste mesmo estudo Hagedorn et al. (1998) observaram que os danos causados
pelo crioprotetor aos embrides do tratamento controle, que ndo foram submetidos ao
congelamento, foi baixo ou nenhum dano ocorreu a blastoderme, vitelo e camada
sincicial vitelina apds o tratamento com crioprotetor, apresentando estruturas celulares
intactas e a morfologia dos embrides normais. Em contraste, os embrides congelados
exibiram alteragdo morfologica da camada sincicial vitelina, que apds a descongelagao
muitas organelas e a membrana celular foram destruidas, conservando apenas alguns
nucleos com cromatina condensada ou inativa e a membrana nuclear ndo estava sempre
intacta. Morfologicamente o vitelo ndo foi afetado pela congelagdo, permanecendo com
suas membranas intactas e seu conteudo aparentemente normal, concluindo que o dano
dentro do vitelo ao crioprotetor pode ser tolerado.

Zhang et al. (1993) trabalhando com embrides de ‘“zebrafish” no estagio de
gastrula (7h), organogénese (24h) e pré-eclosdo (49h), utilizando metanol, DMSO ou
etanodiol, observaram que na concentragao de 2M com os crioprotetores metanol (5h) e
DMSO (2h) houve um desenvolvimento normal dos embrides no estagio de
organogénese. O crioprotetor etanodiol (1h) a 2M foi o mais prejudicial, ocorrendo
morte dos embrides apds o tratamento; para o tratamento controle, para os
crioprotetores metanol e DMSO as porcentagens de eclosdo foram 83,5+11.6%;
68,4+8,8% e 4,4+5,8%, respectivamente.

Trabalho realizado por Streit et al. (2007) com embrides de pacu em estagio de
pos-géastrula, submetidos a diferentes protocolos de resfriamento, observaram a toxidez
do crioprotetor etilenoglicol onde os embrides submetidos ao tratamento controle, em
que se utilizou apenas agua sem crioprotetor, tiveram taxa de eclosdo maior (6%) em
relagdo aqueles embrides expostos ao etilenoglicol (0%). De acordo com estes autores, a
ndo-ocorréncia de eclosdo nos tratamentos com o etilenoglicol pode estar relacionada a

interferéncia desse crioprotetor no metabolismo do embrido, provocando
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desestruturacdo celular e, conseqiientemente, morte. De acordo com Kusuda et al.
(2002), a susceptibilidade dos embrides ocorre em fun¢do da degeneracdo celular e das
proteinas da membrana nuclear, em virtude da desidratacdo e aumento na concentracao

salina decorrentes do contato com o crioprotetor.

2.5) Descongelacéo e Sensibilidade ao frio

O procedimento de retirada do crioprotetor durante a descongelagdo ocorre devido
a entrada da 4gua para dentro da célula e conseqiiente saida do crioprotetor. De acordo
com Shneider & Mazur (1984) a diluigdo do crioprotetor tem como funcgdo evitar a
entrada muito rdpida de 4dgua na célula, pois uma reducdo dréastica na osmolaridade
levaria a lise celular. Este fenomeno pode ser assegurado pela adi¢do de altas
concentragdes de compostos extracelulares, como a sacarose e trehalose ao meio de
diluigdo.

A sacarose atua como um tampdo osmotico, mantendo constante a concentracao
do meio extracelular, regulando a velocidade de entrada e saida do crioprotetor no
embrido, evitando o choque osmético (Leibo, 1984).

O estagio de desenvolvimento embrionario dependente da sensibilidade ao frio
tem sido reportado para muitas espécies de embrides, incluindo truta arco-iris
(Maddock, 1974; Haga, 1982), “fathead minnows” (Begovac,1986), carpa (Jaoul &
Roubaud, 1982; Magnus, 1996; Roubaud et al., 1985), “zebrafish” (Zhang & Rawson
1995; Hagedorn et al., 1997) e “goldfish” (Liu et al., 1993). A maioria desses estudos
revelou que os embrides em estagio de pds-gastrulagdo sdo menos sensiveis as injurias
causadas pelo frio.

Em trabalho realizado por Hagedorn et al. (1997), estes autores demonstraram que
a remog¢dao do coérion usando a enzima pronase, ndo alterou significativamente os
padrdes de sensibilidade ao frio dos embrides de zebrafish.

Streit Jr. et al. (2007) elaboraram um protocolo de resfriamento com embrides de
Piaractus mesopotamicus, expostos por no minimo seis horas a -8°C. Estes embrides
apresentaram menor sensibilidade ao frio quando foram submetidos a 9% de metanol e
17,1% de sacarose na solugdo crioprotetora, apresentando taxas de eclosdo de larvas de
69,2% em relagdo ao tratamento controle que foi de 80%.

Tendo em vista o aperfeicoamento do processo da reproducio artificial e a grande

importancia da congelagdo de embrides para o aumento da produgdo de peixes que
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apresentam potencial para a aqliicultura comercial, este trabalho objetivou desenvolver
protocolos de uma biotecnologia de criopreservacdo de embrides de pacu (P.
mesopotamicus) analisando microscopicamente estes embrides apds a aplicacdo de

crioprotetores intracelulares e extracelulares.
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OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho foi realizado com o objetivo de desenvolver uma metodologia de
criopreservagdo de embrides de pacu (Piaractus mesopotamicus) apos exposicdo aos
crioprotetores intracelulares e extracelulares.

Analisar as injarias causadas em embrides de pacu (Piaractus mesopotamicus)
submetidos as técnicas de congelagdo e descongelagdo apds exposigdo aos

crioprotetores intra e extracelulares.



CAPITULO 2

Utilizagao de crioprotetores intra e extracelulares na preservagao

morfologica de embrides de pacu (Piaractus mesopotamicus)
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Utilizac&o de crioprotetores intra e extracelulares na preservacdo morfologica de
embrides de pacu (Piaractus mesopotamicus).

RESUMO: Embrides de P. mesopotamicus foram expostos por 10 minutos a agido
dos crioprotetores metanol e etilenoglicol, nas concentracdes, 7%, 10% e 13%, e a
adicdo de um crioprotetor extracelular, a sacarose 0,1 M. Apo6s a exposi¢do foram
processados 10 embrides em historesina e avaliou-se a preservacdo morfologica de
acordo com trés categorias para as caracteristicas: corion, vitelo, camada sincicial
vitelina e camadas germinativas. Os crioprotetores utilizados ndo alteraram a
preservacao do corion. A sacarose teve efeito significativo sobre a preservacao do vitelo
quando comparada aos crioprotetores intracelulares. Maior acidofilia dos granulos de
vitelo indica efeito positivo apenas com a utilizacdo de sacarose e interagdo do
crioprotetor intracelular e sacarose. Houve efeito positivo com a utilizagdo da sacarose
para as caracteristicas de numero e tamanho dos nucleos presentes na camada sincicial
vitelina, com efeito significativo da interagdo crioprotetor intracelular e sacarose sobre o
tamanho dos nucleos. O crioprotetor intracelular etilenoglicol permitiu maior
diferenciagdo das camadas germinativas comparado ao metanol, mas ndo houve
diferenca significativa de utilizacdo da sacarose. A associagdo do etilenoglicol na
concentragdo de 7% com a sacarose mostrou ser a melhor combinacdo de crioprotetores

para preservacao do vitelo e camadas germinativas de Piaractus mesopotamicus.

Palavras-chave: etilenoglicol, metanol, preserva¢do embrionaria, sacarose, vitelo
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Utilization of intra and extracelular cryoprotectants for morphology preservation
of pacu (Piaractus mesopotamicus) embryos.

ABSTRACT: Embryos of P. mesopotamicus were exposed for 10 minutes to the
action of methanol and ethylene glycol cryoprotectors, in concentrations of 7%, 10%
and 13% with the addition of an extracellular cryoprotector, the sucrose 0,1 M. After the
exposure of 10 embryos were processed in historesin and the morphologic preservation
was evaluated in agreement with three categories considering the characteristics:
chorion, yolk, yolk syncytial layer and germ layers. The used cryoprotectors did not
alter the chorion preservation. The sucrose had significant effect on the yolk
preservation when compared to the intracellulares cryoprotectors. The higher
acidophilia of the yolk granules indicate a positive effect only when the sucrose was
used and interaction of the cryoprotector intracellular and sucrose. There was positive
effect with the sucrose use for the characteristics of number and size of the nuclei
present in the yolk syncytial layer with significant effect of the interaction among
intracellular cryoprotector and sucrose on the nuclei size. The intracellular cryoprotector
ethylene glycol allowed a higher differentiation of the germ layers when compared to
the methanol, but there was not any significant difference in using sucrose. The
association of the ethylene glycol in the concentration of 7% with the sucrose, showed
the best cryoprotectors combination to the preservation of the yolk and germ layers of

Piaractus mesopotamicus.

Key words: ethylene glycol, methanol, embryonic preservation, sucrose, yolk
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Introducgéo

Observando as qualidades do pacu (Piaractus mesopotamicus), em meados dos
anos setenta, pesquisadores comegaram a desenvolver pacotes tecnologicos para o
cultivo dessa espécie, visto que a mesma ndo se reproduz naturalmente em ambientes
confinados, necessitando ser induzida a reproducao através de agentes hormonais, a fim
de obter sucesso na reprodu¢do (Lima et al., 1991). De acordo com dados do IBAMA
(2004), o pacu ¢ a segunda espécie nativa mais cultivada no Brasil, deste modo, novas
tecnologias podem contribuir diretamente com a producdo dessa espécie.

O desenvolvimento de wuma tecnologia de criopreservacdo assim como
resfriamento de embrides de Piaractus mesopotamicus foram descritas por Streit Jr.
(2005) e Streit Jr. et al. (2007), respectivamente.

Para o desenvolvimento de um protocolo de resfriamento ou criopreservagao,
solugdes crioprotetoras sdao indispensaveis de modo a submeter os embrides a
temperaturas abaixo de 0°C (Beirdo et al., 2006). O funcionamento do crioprotetor estd
relacionado aos processos de entrada de crioprotetor e saida da 4gua na pré-congelacao,
entretanto no descongelamento este processo ¢ inverso (Schneider & Mazur, 1984).
Diferentes estratégias sdo utilizadas para minimizar os danos osmoticos e toxicos,
através da aplicagcdo de crioprotetores menos toxicos, bem como a combinagao de dois
ou trés crioprotetores (Vajta, 2000; Streit Jr. et al., 2007). Para Denniston et al. (2000) o
desempenho dos agentes crioprotetores intracelulares pode ser otimizado associando os
crioprotetores de agdo extracelular.

Avaliamos neste trabalho a preservacdo morfologica de embrides e estruturas
extra-embrionarias de pacu (P. mesopotamicus) apds exposi¢do aos crioprotetores
intracelulares metanol e etilenoglicol e a sacarose como crioprotetor extracelular. Esta
avaliacdo foi realizada em cortes ultrafinos de embrido sendo proposta uma

. ~ . . . , . ~ , . . , . %
classificagdo para indicar diferentes niveis de preservacdo morfolégica embrionaria .

* . e~ e~ . .

Para este estudo, considerou-se o termo “embrido” = embrido (camadas germinativas) + estruturas extra-
embriondarias. Estruturas extra-embrionarias relacionadas ao embrido: cdrion, vitelo e camada sincicial
vitelina.
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Material e Métodos

Local

Este estudo desenvolveu-se na Estagdo de Piscicultura da Universidade Estadual
de Maringa- UEM/CODAPAR e na Estagdo de Hidrologia e Aqiiicultura da Duke
Energy International- Geragdo Paranapanema, em Salto Grande (SP), Laboratorio de
Histotécnica Animal do Departamento de Ciéncias Morfofisioldgicas da UEM, de

novembro de 2005 até novembro de 2007.

Animais e experimento

Foram utilizados 10 machos ¢ 10 fémeas de pacu (P. mesopotamicus), com idade
de quatro anos selecionados do plantel de reprodutores da Duke Energy, quando
apresentavam caracteristicas reprodutivas secundarias de peixes migradores, como
abdomen abaulado e macio, orificio urogenital avermelhado e intumescido e os machos
liberavam sémen com uma leve compressao no abdomen.

Apods a selegdo os animais foram submetidos a indu¢do hormonal através de
aplicagdes hormonais intramusculares, entre a nadadeira dorsal e a linha lateral.
Ministrou-se 2,5 ¢ 5,5 mg de extrato de hipofise de carpa/Kg de peso vivo de peixe,
para machos (dose tnica) e fémeas (duas doses, 10% na primeira e 90% na segunda),
respectivamente. Foram coletados ovocitos de 10 fémeas de pacu, os quais foram
fertilizados com “pool” de sémen. Apos a fertilizagcdo, os ovos foram colocados em
incubadoras do tipo vertical, ligadas a um sistema fechado de 4gua com temperatura
controlada de 27,7°C.

Quando 80% dos ovos apresentavam-se em estadgio de fechamento do blastoporo
com 90% de epibolia (aproximadamente nove horas de incubacdo) (figura 1),
observados em estereomicroscopio, colheu-se uma aliquota de aproximadamente 1500
ovos viaveis da incubadora, sendo descartados os ovos gorados (esbranquigados). Apos
a drenagem do excesso de dgua com uma peneira, os ovos foram mergulhados nas
solugdes crioprotetoras, previamente preparadas. Para cada tratamento foram utilizadas

amostras de 10 embrides em média, com corion.
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Figuras 1 - Indicagao dos componentes embrionarios e extra-embrionarios de pacu (P.
mesopotamicus). A- Imagem obtida a partir de estereomicroscopio. B- Fotomicrografia
do embrido em estagio de fechamento do blastoporo H.E (10x).

Solugdes crioprotetoras

As solugdes crioprotetoras testadas foram o metanol e etilenoglicol, em trés
concentragdes (7, 10 e 13%) e a adicdo de um crioprotetor extracelular, a sacarose 0,1M
(Zhang & Rawson, 1995). Todos os embrides foram expostos as solugdes crioprotetoras
durante 10 minutos.

Para as solugdes crioprotetoras, metanol e etilenoglicol, nas trés concentragoes,
preparou-se previamente uma diluicdo para 50 mL em béquer, devidamente
identificados, em uma temperatura média de 27,5 £1°C. Assim, foi repetido para todos
os tratamentos e também para o tratamento controle que continha apenas agua destilada

e para o tratamento que continha agua e sacarose (Figura 2).
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EMBRIOES

SOLUCOES
CRIOPROTETORAS CONTROLE

METANOL ETILENOGLICOL ETILENOGLICOL METANOL
+ + CRIQ

SACAROSE SACAROSE

Figura 2. Esquema dos tratamentos que os embrides de pacu (P. mesopotamicus), em
estagio de fechamento do blastoporo, foram submetidos, durante 10 minutos, em
solugdes crioprotetoras intracelulares, metanol e etilenoglicol em diferentes
concentragdes, € o crioprotetor extracelular sacarose 0,1 M.

Avaliacdo morfologica dos embrides

Apobs o tempo de exposi¢ao aos crioprotetores (Figura 2) a solugdo foi drenada e
os embrides mergulhados em solugdo fixadora “Bouin” e em seguida estes foram
incluidos em resina 2-hidroxietilmetacrilato (Leica Historesin) sendo processados 10
embrides/tratamento, seccionados de forma seriada com 3um de espessura (seis
cortes/embrido) corados pelo método de hematoxilina-eosina.

A analise morfoquantitativa embriondria foi realizada no Laboratério de
Histotécnica Animal do Departamento de Ciéncias Morfofisioldgicas-UEM, com
auxilio de microscopio Optico Olympus CBA e as imagens obtidas através de uma
camara de alta resolugdo Olympus Q-COLOR 3, acoplada ao microscopio Olympus
Bx41.

Com o objetivo de detectar possiveis alteragdes morfoldgicas embrionarias apos
exposicao aos crioprotetores foi adotada a seguinte escala:

€MDIIA0 POUCO PIESETVAAO. . .ueiiuiieiieeiieeiitetie ettt ettt et e ettt e beeebeeseeeeneeas 1

embrido moderadamente Preservadon........coocieeiierieeiiienie et 2

EMDIIAO PIESETVAAOD. ..c.viieetieeeiieiieeieeiee et ertteete et e ebeesteeebeesteeesseessseeseessseesseessseenses 3
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e presenga de uma coloragao € TOMPIAO......cccuvieeiiieeiieeeiiee e 1
e presenga de duas cores e rompido; presenga de uma cor € sem rompimento.......2
e presenga de duas cores ou predominio € sem rompiMento..........ccveeveerveereeennen. 3
2. Caracteristicas do vitelo
2.1. Preservacao estrutural
e muitas falhas, extravasado para fora do embrido e/ou sem vitelo..............cc.e..... 1
e com falhas, aberturas ou rachaduras no vitelo de tamanho médio ou grande....... 2
e auséncia de falhas, vitelo bem fechado € uniforme.........coooeeevvveieeiiiiiieeciiieeneen. 3
2.2. Acidofilia dos granulos
e presenga exclusiva da coloracao rosea escuro, vitelo acidofilo..........cceeeveenneeen. 1
o presenga das duas COlOTAGOES. ......cccuuiieiuiieeiiieeiiee et et ae e e e e e 2
e presencga exclusiva da coloragdo rosea claro..........ccoeeveevveeciienieeciienie e 3
3. Camada Sincicial Vitelina (caracteristica nuclear )
3.1. Ndmero de ndcleos
o presengade 0a 14 NUCIEOS.....coouiiiiiiiiiiiiee e 1
o presenga de 158 29 NUCICOS. ..ccuiiiiieiiiiiiieieeee et 2
e presenga de 30 nicleos ou acima desse Valor........c.eeeeveeeriieerieecciieeee e 3
3.2. Formato nuclear
o forma clibica €/ OU ITTEZUIAT..........oeiiiiiiiiiiiie e 1
e forma cubica, pavimentosa € irregular.............coocueeriiiiiienieeiiee e 2
®  fOIMA PAVIIMENTOSA. ..ceuvieeeiieeiiieeiieeesieeesteeesteeeteeeeteeessreeeseeessseeessseeessseeessseeens 3
3.3. Tamanho dos nucleos
e menor tamanho em relagao ao nicleo dos blastomeros.............cccoveeeeecvieeeeennnenn. 1
e tamanho médio em relacao ao nucleo dos blastOmeros..........ccceeeeeecuveeeeecinneeeennn, 2
e tamanho grande em relacao ao nucleo dos blastomeros............ccccveevveeerveeennenn. 3



33

4. Camadas Germinativas (grau de diferenciacdo celular)

e presenga das células profundas...........ccceeeeiiieeiiiiciiiece e 1
e presenca de epiblasto, hipoblasto e células em involugao .........ccceeeeviervenieennnnne. 2
e presenga da notocorda, mesoderma paraxial €/0u SOMItOS.......cc.eevveeereerveeneeennnen. 3

Analise dos dados

O Delineamento Experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em um
fatorial de 2x2x3, sendo dois crioprotetores intracelulares, metanol e etilenoglicol em
trés concentragdes (7, 10 e 13%) com inclusdo ou ndo do crioprotetor sacarose (0,1M).

As caracteristicas do embrido foram avaliadas segundo trés categorias, ou seja,
para cada caracteristica foi escolhida uma resposta entre trés alternativas. Tais dados sdo
caracteristicos da distribui¢do multinomial, a qual ¢ pertencente a classe de modelos
baseados na familia exponencial, permitindo a abordagem dos Modelos Lineares
Generalizados - MLG (Nelder & Wendderburn, 1972; Myers et al., 2002) nas analises.
Nessa metodologia, ao contrario dos métodos de transformagdo matematica para a
normalizacdo dos dados, a natureza da distribui¢do dos dados ¢ incorporada, e a
transformagao se da apenas no componente sistematico do modelo, aumentando o poder
do teste. A fungdo de ligagdo utilizada foi a cumulative logit a candnica (fung@o natural)
para modelos com distribuigao multinomial.

Por meio do procedimento PROC GENMOD do programa SAS efetuou-se a
analise de deviance (ANODEV) uma generalizacdo da ANOVA para Modelos Lineares
Generalizados.

Cada caracteristica analisada foi composta de dez repeti¢cdes, as quais foram
submetidas aos crioprotetores metanol ou etilenoglicol, em trés concentragdes
diferentes, mais o nivel zero e, com ou sem a utilizagdo de sacarose. No entanto, o
modelo que foi utilizado para comparar diferengas significativas de crioprotetor, nao
incluiu o nivel zero. Assim, o modelo encontrado como o mais ajustado para acomodar

esses efeitos foi o que segue:
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Yija = M +Si +Cj + cxSij + di(C;) + €iju ,
onde:
Yij € o valor da observagdo do embrido;
u € o intercepto ou a média geral;
Si € o efeito fixo de utilizacao da sacarose;
Cj ¢ o efeito fixo de crioprotetor;
cxs;jj € o efeito fixo de interacdo entre utilizagdo de sacarose i e crioprotetor j;
de(cj) ¢ o efeito da concentragdo Kk de crioprotetor aninhado dentro do efeito de
crioprotetor; e

eiju € o efeito aleatorio residual.

Para as variaveis resposta em que o efeito de concentra¢do aninhado dentro de
crioprotetor foi significativo foi realizada uma analise de estimacdo dos pardmetros da
regressao multinomial logistica, separadamente para cada crioprotetor, por meio do
mesmo procedimento PROC GENMOD. Os valores preditos foram utilizados para a
construcao das equagdes de regressao e os resultados médios plotados em graficos.

Por meio desses parametros estimados, foi possivel obter as equagdes

generalizadas da regressao logistica, na seguinte forma:

eﬂ0+ﬂ1><dose

- [1 + eﬂ0+ﬂ1><dose]

sendo:

P a probabilidade de uma dada categoria (1, 2 ou 3);

By o intercepto;

B, o coeficiente do efeito da concentragao.

Resultados e Discusséo
As médias aritméticas (na escala multinomial) das caracteristicas morfologicas
indicativas de preservagdo embriondria apOs o tratamento com os crioprotetores, com as
respectivas comparagdes realizadas, de acordo com as analises de deviance (Tabelas 2,

3,4,5,6¢7) encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1 — Médias e desvios padrdes para as caracteristicas de preservagao embriondria:
corion (CO), preservagao do vitelo (VITP), acidofilia dos granulos de vitelo (VITG),
quantidade de nucleos da camada sincicial vitelina (CSVN), formato dos nucleos da
camada sincicial vitelina (CSVF), tamanho dos nucleos da camada sincicial vitelina
(CSVT) e diferenciacdo celular da camada germinativa primaria (CGP).

CRIOPROTETOR
VARIAVEL METANOL ETILENOGLICOL Média

co ¢/ sacarose 2,00 (0,0) Aa 2,00 (0,0) Aa 2,00
s/ sacarose 1,92 (0,57) Aa 1,91 (0,43) Aa 1,92

Média 1,96 1,96
VITP ¢/ sacarose 2,00 (0,0) Aa 2,16 (0,63) Aa 2,08
s/ sacarose 1,80 (0,65) Ab 1,91 (0,53) Ab 1,86

Média 1,90 2,04
VITG ¢/ sacarose 1,65 (0,49) Ab 2,04 (0,46) Aa 1,85
s/ sacarose 2,24 (0,44) Aa 1,91 (0,43) Aa 2,08

Média 1,95 1,98
CSVN ¢/ sacarose 2,96 (0,21) Aa 2,88 (0,45) Aa 2,92
s/ sacarose 2,56 (0,58) Ab 2,81 (0,40) Ab 2,69

Média 2,76 2,85
CSVF ¢/ sacarose 1,50 (0,60) Aa 1,45 (0,72) Aa 1,48
s/ sacarose 1,16 (0,47) Aa 1,76 (0,83) Aa 1,46

Média 1,33 1,61
CSVT ¢/ sacarose 2,18 (0,67) Aa 2,63 (0,50) Aa 2,41
s/ sacarose 2,16 (0,75) Aa 2,00 (0,71) Ab 2,08

Média 2,17 2,32
CGP ¢/ sacarose 1,39 (0,66) Ba 1,95 (0,50) Aa 1,67
s/ sacarose 1,57 (0,51) Ba 1,95 (0,62) Aa 1,76

Média 1,48 1,95

E3 ~ N " — N
Letras maitsculas mostram diferengas em uma mesma linha e letras mintisculas mostram diferengas em uma mesma
coluna, de acordo com ANODEV.

Os resultados obtidos pela analise de deviance, que podem ser observados na
Tabela 2, indicaram que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos com os
crioprotetores metanol e etilenoglicol € o uso da sacarose também nao alterou a
caracteristica de preservacdo do corion. Assim, independentemente do crioprotetor

utilizado, a preservagdo do corion foi a mesma para os embrides.
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Tabela 2 — Analise de deviance para avaliar diferencas significativas entre os
crioprotetores metanol e etilenoglicol, com ou sem a utilizacdo de sacarose, para a
caracteristica corion.

ANODEV GL' Deviance x> Pr
Intercepto 174,70

Sac 1 171,52 1,59 0,21
Crio 1 171,52 0,00 0,98
Interacao Crio x Sac 1 171,52 0,00 0,98
Conc (Crio) 2 169,57 0,97 0,62

"GL: graus de liberdade; ***P<0,01; **P<0,05; Crio: crioprotetores; Sac: sacarose; Con (Crio):
concentragdo de crioprotetor.

A preservacao do corion neste estudo, conforme a Tabela 1 mostra média proxima
a 2,0. A categoria utilizada para a avaliagdo microscopica dos embrides para detectar
possiveis alteragdes com média 2,0 representa a presenca das duas coloracdes, roseo e
roxo, nesta membrana, podendo apresentar-se rompido ou apenas uma coloragdo, a
rosea ou a roxa e corion sem rompimento.

O corion ¢ a membrana protetora externa, nao celular composta principalmente por
glicoproteinas (Hamazaki et al., 1985; Begovac, 1986) sendo identificada por Hagedorn
et al. (1997) como um dos fatores para o insucesso nos protocolos de criopreservagdo de
embrides de peixes, pois poderia dificultar a entrada e saida da dgua e dos crioprotetores
no embrido (Harvey, 1982).

A permeabilizagdo do corion ou a sua remogao total (descorionificacdo) tem sido
verificada para varias espécies (Iwamatsu et al., 1993; Zhang & Rawson, 1996;
Valencia et al., 1996), na tentativa de aumentar a penetragdo do crioprotetor antes da
criopreservacdo. Estes métodos podem ser toxicos para os embrides e resultar em uma
diminuicao na taxa de eclosdao ou aumentar o nimero de larvas nao viaveis.

Ninhaus-Silveira et al. (2007) trabalhando com curimbata (Prochilodus lineatus)
utilizaram embrides descorionificados e observaram que retirando essa membrana
protetora os embrides permaneceram viaveis, uma vez que a maioria chegou a fase de
eclosdo. Estes autores verificaram que embrides de curimbata ndo necessitam do corion
para completar seu desenvolvimento, como acontece em “zebrafish”, tendo este uma
funcdo de protecdo contra choques mecanicos. Portanto, a preservagdo desta membrana
nao pode ser considerada como um fator limitante para o desenvolvimento embrionario
e eclosdo.

Harvey et al. (1983) trabalhando com embrides de “zebrafish” também utilizaram

embrides descorionificados e observaram a permeabilidade dos crioprotetores glicerol e
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DMSO. Eles verificaram que o DMSO penetrou em embrides descorionificados e com
corion e o glicerol penetrou somente em embrides com o corion. Em trabalhos
anteriores Harvey & Ashwood-Smith (1982) constataram que a penetragdo do metanol
foi significativamente mais rapida do que do DMSO e glicerol em embrides de
salmonideo, sendo que houve uma melhor taxa de permeagao do metanol, refletido por
seu baixo peso molecular, podendo ser considerada uma das caracteristicas mais
desejaveis de um crioprotetor sobre o embrido.

Estes dados corroboram com os encontrados por Zhang & Rawson (1993), onde o
metanol utilizado em embrides de “zebrafish” apresentou rapida penetragdo para dentro
do coérion. Ainda, Zhang et al. (1993) trabalhando com a mesma espécie e mesmo
crioprotetor verificaram altas taxas de eclosdo dos embrides tratados com metanol em
relacdo aos embrides tratados com DMSO ou etilenoglicol, possivelmente devido a
rapida penetragdo, como constatado por Zhang & Rawson (1993) e também pela baixa
toxidez do metanol.

Streit Jr. et al. (2007) trabalhando com P. mesopotamicus e mesmo tempo de
exposic¢do ao crioprotetor, porém utilizando além da sacarose outro crioprotetor externo,
a glicose, obteve resultados positivos na interagdo do crioprotetor sacarose com o
metanol, sendo que a combinagdo com a sacarose foi menos agressiva aos embrides em
relacdo a todas as outras combinagdes, como verificado pela alta taxa de eclosdo neste
tratamento (69,2%).

Os agucares tém importante atuacdo como solucdo crioprotetora, que ¢ a
manuten¢cdo da pressdo osmotica (Holt, 2000). A eficiéncia da sacarose como
crioprotetor extracelular em relag@o a glicose, no trabalho de Streit Jr. et al. (2007) pode
estar relacionada ao fato da sacarose, ser um oligossacarideo, possa ter um efeito
adicional de protecdo celular sobre outros agucares de cadeia mais simples, como a
glicose, por provocar desidratacdo nos embrides, evitando a formacao de cristais de gelo
intracelulares (Rall, 1987).

Em trabalho realizado por Cabrita et al. (2003) no qual foi avaliado o efeito dos
tratamentos quimico e enzimatico, na permeabilizacdo do corion de embrides de
“turbot” (Scophthalmus maximus) para facilitar a permeag¢ao do crioprotetor DMSO,
estes autores observaram que houve mudancas volumétricas nos embrides apods
exposi¢do ao crioprotetor DMSO, observado pelo rapido fluxo da dgua para fora do

corion nos embrides permeabilizados. Os embrides observados por Cabrita et al. 2003,
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submetidos a exposicdo ao DMSO, mostraram uma desidratagdo imediata, observada
pelo seu encolhimento.

Para a caracteristica de preservacdo do vitelo (VITP), o efeito de utilizacdo da
sacarose foi significativo (P<0,05), mas ndo houve diferenga significativa entre a
utilizacao dos crioprotetores metanol e etilenoglicol (Tabela 3). De acordo com a Tabela
1, pode-se observar que o tratamento com a utilizagdo da sacarose teve um efeito
positivo sobre a preservacdo do vitelo em embrides tratados com crioprotetores

intracelulares.

Tabela 3 — Analise de deviance para avaliar diferencas significativas entre os
crioprotetores metanol e etilenoglicol, com ou sem a utilizacdo de sacarose, para a
caracteristica de preservacao do vitelo.

ANODEV GL Deviance x’ Pr
Intercepto 301,01

Sac 1 291,48 4,77** 0,03
Crio 1 287,57 1,95 0,16
Interagao Crio x Sac 1 287,44 0,06 0,80
Conc. (Crio) 2 286,21 0,62 0,73

“GL: graus de liberdade; ***P<0,01; **P<0,05; Crio: crioprotetores; Sac: sacarose; Con (Crio):
concentracdo de crioprotetor.

Possivelmente esse efeito positivo da sacarose deva-se a penetracdo e
concentragdo suficiente desse crioprotetor externo nos granulos de vitelo. A grande
maioria dos trabalhos com B. rerio até hoje sugerem que o maior problema para o
tratamento com crioprotetor dessa espécie, principalmente nas fases de epibolia e de
formacdo dos somitos, ¢ o da penetragdao insuficiente de crioprotetores em todas as
partes dos embrides, particularmente no vitelo (Rawson et al., 2000).

A ag¢do positiva da sacarose como crioprotetor para embrides de peixes, sobretudo
em solugdes que contenham outro crioprotetor intracelular, como o metanol, também
tem sido verificada em outras espécies. Ahammad et al. (1998) encontraram alta taxa de
sobrevivéncia com embrides de trés espécies de carpa (Labeo rohita, Catla catla e
Cirrhinus mrigala) quando estocados a -4°C, apds serem tratados com metanol (3,2; 6,5
e 9,7%), e sacarose (17,1%). Esses autores concluiram que a adi¢do de sacarose a
solugdo de metanol (3,2 e 6,5%) foi essencial para a sobrevivéncia dos embrides de C.

mrigala, mas dispensavel aos embrides das outras duas espécies de carpa estudadas.
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Hagedorn et al. (1998) também observaram resultados positivos na utilizacao de
crioprotetores em embrides de “zebrafish”, observando que ndo houve dano ao vitelo
apods o tratamento com as solugdes crioprotetoras DMSO e propilenoglicol, as estruturas
do vitelo estavam intactas e mostraram morfologia normal, o que foi observado também
no presente estudo com metanol e etilenoglicol.

Um dos grandes problemas na permeagdo dos crioprotetores em embrides de
peixes estd relacionado ao vitelo. Hagedorn et al. (1997a) demonstraram que o vitelo
representa 61% do volume total, apresentando uma grande quantidade de lipideos, além
de ser encontrado 42% do volume de 4gua, o que pode ser um grande impedimento para
a permeacgao dos crioprotetores. Trabalhando com embrides de suinos, Nagashima et al.
(1995) relataram que a remocao de lipideos citoplasmaticos existentes nas células, por
exemplo, no vitelo, através de centrifugacdo, ndo comprometeu o desenvolvimento
embrionario, além de ter aumentado a resisténcia dos embrides expostos a 4°C.

O vitelo pode ser também um dos principais fatores de impedimento da
criopreservacdo de embrides de peixes de clima temperado, pois estas espécies
apresentarem maior quantidade de vitelo, o que pode dificultar ainda mais a permeagao
dos crioprotetores. Em estudos realizados por Beirdo et al. (2006) foi observado que as
técnicas tradicionais de incorporacdo de crioprotetores t€ém falhado no sentido de
proteger todos os compartimentos do embrido, especialmente o vitelo. Assim, estes
autores testaram microinjecdes de crioprotetores aplicadas diretamente no vitelo e
observaram que os embrides microinjetados com baixas concentragdes de crioprotetores
(DMSO, metanol, etilenoglicol e sacarose) apresentaram taxas de eclosdo e
sobrevivéncia de larvas de 75 e 90%, respectivamente. A sacarose foi o crioprotetor
mais tolerado mesmo em alta concentracao e volume de solugao.

A caracteristica acidofilia dos granulos de vitelo (VITG) sofreu efeito apenas da
utilizacao de sacarose (P<0,05). Porém, como pode ser observado na Tabela 4, também
houve efeito significativo (P<0,01) da interag@o crioprotetor x sacarose, mostrando que
a utiliza¢do ou ndo de sacarose alterou os resultados de acidofilia dos nucleos, de acordo
com o crioprotetor utilizado. Com o uso do metanol, a acidofilia foi maior associado a
sacarose e, por outro lado, com o uso do etilenoglicol, a acidofilia ndo diferiu
associando ou ndo a sacarose.

De acordo com Cabrita et al. (2006) e Janik et al. (2000) o vitelo ¢ um dos
compartimentos que mais sofre danos pela permeagao insuficiente dos crioprotetores.

No presente estudo o vitelo, estrutura embriondria considerada uma das mais
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importantes para o desenvolvimento embriondrio, apresentou-se mais preservado

quando exposto ao crioprotetor etilenoglicol associado a sacarose.

Tabela 4 — Analise de deviance para avaliar diferencas significativas entre os
crioprotetores metanol e etilenoglicol, com ou sem a utilizacdo de sacarose, para a
caracteristica acidofilia dos granulos de vitelo.

ANODEV GL Deviance o Pr
Intercepto 273,31

Sac 1 262,31 5,5%x 0,02
Crio 1 262,07 0,12 0,73
Interagao Crio x Sac 1 232,68 14,69 0,00
Conc. (Crio) 2 224,07 3,96 0,14

"GL: graus de liberdade; ***P<0,01; **P<0,05; Crio: crioprotetores; Sac: sacarose; Con (Crio):
concentragao de crioprotetor.

Durante o processo de desenvolvimento ovocitdrio, as células germinativas
femininas ou ovogonias, passam por profundas modificacdes, sendo que o processo
celular pelo qual o citoplasma acumula substancias de reserva para posterior utilizagdo
na alimentagdo do embrido, o vitelo, pode ser considerado um dos mais importantes
(Vazzoler, 1996). A medida que os ovocitos completam seu desenvolvimento, a
vitelogénese se completa e os granulos de vitelo vdo se tornando cada vez mais
acidofilos, pela deposicdo de contetido protéico na forma de plaquetas acidofilas. Os
ovocitos maduros, aqueles com vitelogénese completa apresentam tamanho aumentado
em fun¢do do aumento do niumero de granulos protéicos. Nao se percebem as vesiculas
lipidicas e os granulos protéicos aumentam em tamanho. Desta maneira, os granulos de
vitelo do presente estudo se apresentam moderadamente acidéfilos, indicando a
presenga de vesiculas lipidicas e protéicas, como demonstrado na Tabela 1.

Streit Jr. et al. (2007) encontraram resultados positivos na combinagao do
crioprotetor externo e interno. Propriedades positivas da sacarose, quando utilizada com
outro crioprotetor extracelular, também foram destacadas por Woelders (1997) que
consideram como ponto principal a estabilidade da membrana celular, especialmente no
que se refere a deformagdao mecanica provocada pela saida da agua durante o processo
de congelamento e entrada do crioprotetor intracelular. Este fato ¢ evidenciado por
Farkas et al. (2001) que deixaram claro a necessidade da manutengdo estrutural e
funcional da camada fosfolipidica, quando a estrutura esta sendo exposta a uma nova

temperatura.
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Os resultados do presente estudo com a utilizagao do etilenoglicol comprovaram
que a acidofilia dos granulos de vitelo nao diferiu usando ou ndo a sacarose. Mesmo ndo
tendo associado o crioprotetor etilenoglicol com o crioprotetor externo, a sacarose.
Streit Jr. et al. (2007) observaram resultado negativo com a utilizagdo do etilenoglicol.
Estes autores verificaram a toxidez do crioprotetor etilenoglicol, reforgada pelo
resultado obtido no tratamento em que se utilizou apenas 4gua sem crioprotetor,
resultando em taxa de eclosdo das larvas de 6%. A ndo eclosdo nos tratamentos com
etilenoglicol, de acordo com tais autores, pode estar relacionada a interferéncia do
etilenoglicol no metabolismo do embrido, causando desestruturagdo celular e,
conseqiientemente, a morte.

Houve diferenca significativa (P<0,01) entre os tratamentos com e sem o uso da
sacarose também para a caracteristica de quantidade de nucleos da camada sincicial
vitelina (CSVN) (Tabela 5), sendo que a utilizagdo da sacarose contribuiu positivamente

para esta caracteristica.

Tabela 5 — Analise de deviance para avaliar diferencas significativas entre os
crioprotetores metanol e etilenoglicol, com ou sem a utilizagdo de sacarose, para a
caracteristica de numero de nucleos da camada sincicial vitelina.

ANODEV GL Deviance o Pr
Intercepto 201,56

Sac 1 183,13 9,2 #xx 0,00
Crio 1 180,71 1,21 0,27
Interagdo Crio x Sac 1 177,44 1,64 0,20
Conc. (Crio) 2 166,85 5,29 0,07

"GL: graus de liberdade; ***P<0,01; **P<0,05; Crio: crioprotetores; Sac: sacarose; Con (Crio):
concentragdo de crioprotetor.

A camada sincicial vitelina, uma importante estrutura para a nutri¢do dos embrides
de teledsteos, caracteriza-se como uma camada citoplasmatica com vdarios nicleos sem
membranas que os separe, podendo apresentar granulos de vitelo fracionados no seu
citoplasma, como foi observado neste estudo e nos estudos de Ninhaus-Silveira et al.
(2007).

Em Prochilodus lineatus, B. rerio e Fundulus heteroclitus a nucleagcdo dessa
camada inicia-se na fase de morula, periodo final do estagio de clivagem, pela liberagdo
dos nucleos e do conteudo citoplasmatico de alguns blastdmeros periféricos para dentro
da camada sincicial vitelina (Kimmel et al., 1995; Ninhaus-Silveira et al., 2007). Em B.

rerio, na fase de 1024 blastomeros, essa camada tem formato irregular e
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aproximadamente 20 nucleos (Kimmel et al., 1995). Ninhaus-Silveira et al. (2007) nao
contabilizaram os ntlcleos dessa camada, porém, em microscopia eletronica de
transmissdo foi observado a presenca de muitos ribossomos, uma grande rede de
endomembranas, inimeras mitocondrias e vesiculas.

No presente trabalho foram considerados valores entre 15 e 29 nucleos como
sendo a quantidade moderada de nucleos para embrides de P. mesopotamicus na fase de
fechamento do blastoporo, em virtude do valor encontrado para B. rerio, de 20 nucleos,
porém em uma fase anterior aos embrides deste trabalho.

Devido a camada sincicial vitelina apresentar-se como uma interface de conexao
entre a blastoderme e o vitelo, muitos autores indicam essa camada como sendo uma
barreira a penetracdo dos crioprotetores, como verificado por Hagedorn et al. (1998).
Porém, Ninhaus-Silveira et al. (2007) analisando a camada sincicial vitelina em
microscopio eletronico verificaram que ndo ha evidencias morfolégicas que poderiam
atuar como barreira as substancias crioprotetoras, estando de acordo com o proposto por
Rawson et al. (2000).

Assim, existem outros elementos que poderiam atuar no impedimento a penetragcdo
dos crioprotetores. Trabalhos mais recentes tém considerado a natureza
multicompartimental dos embrides de peixes (blastoderme e vitelo) podendo encontrar
novas solugdes para o sucesso da crioprote¢do de embrides (Janik et al., 2000). Harvey
(1983) reportou a natureza multicompartimental dos embrides de “zebrafish”,
observando que o glicerol protegeu somente a blastoderme e nenhum outro crioprotetor
testado foi eficiente para preservar o embrido inteiro a —196 °C. Suzuki et al. (1995)
trabalhando com carpa, medaka e truta arco-iris reportaram entrada do crioprotetor
DMSO no espago perivitelino e em alguns tecidos, mas os niveis de permeacdo nao
foram suficientes para preservar os embrides.

Os resultados (Tabela 6) indicam que a utilizagdo da sacarose e dos crioprotetores

ndo afetaram o formato dos nicleos da camada sincicial vitelina (CSVF).
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Tabela 6 — Analise de deviance para avaliar diferencas significativas entre os
crioprotetores metanol e etilenoglicol, com ou sem a utilizacdo de sacarose, para a
caracteristica de formato dos nucleos da camada sincicial vitelina.

ANODEV GL Deviance x’ Pr
Intercepto 317,26

Sac 1 316,5 0,38 0,54
Crio 1 310,51 2,99 0,08
Interacdo Crio x Sac 1 295,74 7,39%#% 0,01
Conc. (Crio) 2 281,72 7,01%* 0,03

"GL: graus de liberdade; ***P<0,01; **P<0,05; Crio: crioprotetores; Sac: sacarose; Con (Crio):
concentragdo de crioprotetor.

A mudanga no formato dos nucleos durante a formacdo da camada sincicial
vitelina é evidente em B. rerio durante o periodo de embriogénese. Eles estdo presentes
e visiveis durante aproximadamente as primeiras metades de cada ciclo mitotico e
durante a interfase, mudando suas formas sistematicamente. Podem apresentar formato
cubico durante as interfases iniciais tornam-se esféricos nas interfases tardias e, entdo,
as células entram em mitose e seus nucleos tornam-se elipsoéides, rapidamente antes de
desaparecerem durante a profase. Proximo do final da mitose e ja anunciando a divisao
celular, os nucleos tornam-se cubicos novamente (Kimmel, 1995).

Neste trabalho, foi considerado categoria 2 para efeito do crioprotetor quando os
nucleos se apresentavam pavimentoso, cubico e/ou irregular, evidenciando que estes
nucleos ainda se apresentavam em processo de divisdo celular, de acordo com as
observacgdes feitas por Kimmel (1995) onde este autor também verificou mudangas no
formato dos nucleos durante a formacdo da camada sincicial vitelina em Brachydanio
rerio.

Portanto, a caracteristica de formato do nucleo ndo ¢ um pardmetro bom para
avaliar o efeito de crioprotetores visto que os formatos dos nticleos desta camada podem
mudar de acordo com a fase de divisdo celular e diferenciagao.

A utilizagdo dos crioprotetores metanol e etilenoglicol também ndo afetaram o
tamanho dos nucleos da camada sincicial vitelina (Tabela 7). Entretanto, o efeito
significativo (P<0,05) da sacarose foi dependente do crioprotetor utilizado, devido ao
efeito também significativo (P<0,05) de interagcdo crioprotetor x sacarose. Portanto,
como indicado na Tabela 1, no tratamento com o crioprotetor etilenoglicol, a utilizagdo
da sacarose contribuiu para aumentar o tamanho dos nucleos da camada sincicial
vitelina, porém, com o tratamento do metanol a caracteristica ndo mudou com a

sacarosec.
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Tabela 7 — Analise de deviance para avaliar diferencas significativas entre os
crioprotetores metanol e etilenoglicol, com ou sem a utilizacdo de sacarose, para a
caracteristica de tamanho dos ntcleos da camada sincicial vitelina.

ANODEV GL Deviance x’ Pr
Intercepto 367,69

Sac 1 357,86 4,91 0,03
Crio 1 355,74 1,06 0,30
Interacdo Crio x Sac 1 346,28 4,735 0,03
Conc. (Crio) 2 315,75 15,27%xx* 0,00

"GL: graus de liberdade; ***P<0,01; **P<0,05; Crio: crioprotetores; Sac: sacarose; Con (Crio):
concentragdo de crioprotetor.

Muitos trabalhos tém sido realizados com o esfor¢o de se encontrar a melhor
combinac¢do de crioprotetores externo e interno para permitir um bom desenvolvimento
embrionario. Resultado contrario ao presente estudo foi demonstrado para B. rerio onde
o metanol associado a sacarose 0,1M mostrou ser a melhor solu¢do para a
criopreservacao de embrides de “zebrafish” (Zhang e Rawson, 1995).

Ahammad et al. (2002) incubaram embrides de carpa comum (C. carpio) em
temperaturas de 4, 2, 0, -2, -4, -6 e -8'C, apds serem tratados com diferentes
concentragdes de metanol, além da combinacdo com trealose e sacarose 0,IM e
observaram ser a combinagao metanol + trealose a melhor resposta para estocagem de
um a 28 dias. Em 2003 estes autores observaram que a trealose 0,1M também
apresentou melhores resultados em relagdo a sacarose associada ao metanol e
propilenoglicol, para embrides de “rohu” (Labeo rohita).

Em trabalho para caracterizar a principal barreira de permeabilidade em embrides
de “zebrafish” Hagedorn et al. (1998) observaram que nao houve dano a camada
sincicial vitelina apdés o tratamento com as solugdes crioprotetoras DMSO e
propilenoglicol, as estruturas celulares dessa camada estavam intactas e mostraram
morfologia normal, o que foi observado também no presente estudo em relacdo a esta
camada. Porém, Hagedorn et al. (1998) submetendo os embrides aos mesmos
crioprotetores e as técnicas de congelacdo observaram que os embrides exibiram
alteracdes morfologicas somente na camada sincicial vitelina, sendo que muitas
organelas foram destruidas, principalmente na regido do fechamento do blastoporo,
alguns nucleos dessa camada estavam presentes, porém com cromatina inalterada e a
membrana nuclear ndo estava intacta.

A diferenciacdo celular das camadas germinativas primarias foi afetada pelo

crioprotetor (P<0,01), mas ndo pela sacarose (Tabela 8). De acordo com as médias
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obtidas (Tabela 1) os resultados do uso do crioprotetor etilenoglicol foi o que permitiu

maior diferenciagdo da camada germinativa primaria em comparagdo com o metanol.

Tabela 8 — Analise de deviance para avaliar diferencas significativas entre os
crioprotetores metanol e etilenoglicol, com ou sem a utilizacdo de sacarose, para a
caracteristica de diferenciagdo celular das camadas germinativas.

ANODEV GL Deviance XZ Pr
Intercepto 311,8

Sac 1 310,8 0,50 0,48
Crio 1 281,07 14,86%** 0,00
Interagao Crio x Sac 1 278,96 1,05 0,31
Conc. (Crio) 2 275.9 1,53 0,47

"GL: graus de liberdade; ***P<0,01; **P<0,05; Crio: crioprotetores; Sac: sacarose; Con (Crio):
concentragao de crioprotetor.

Durante o periodo de gastrulagdo o embrido inicia seus movimentos
morfogenéticos, conhecidos por epibolia, convergéncia e extensdo. Todos esses
movimentos definem o eixo embrionario e produzem as camadas germinativas
primdrias. No inicio, essas camadas sdo compostas pelas células mais externas, as
células envolventes (EVL) e as células mais profundas. Mais tarde, devido aos
movimentos morfogenéticos, ocorre um rearranjo dessas células e essa camada se
distingue em duas estruturas importantes, o epiblasto e o hipoblasto. No final da
gastrulagdo uma terceira camada aparece, o mesoderma. O epiblasto, hipoblasto e
mesoderma serdo as futuras camadas ectoderma, endoderma e mesoderma, as quais
dardo origem a todas as estruturas do corpo da larva (Kimmel et al., 1995).

Assim, no presente estudo, o crioprotetor etilenoglicol permitiu melhor
diferenciagdo das camadas germinativas primdrias, sugerindo que houve maior
desenvolvimento dos embrides submetidos a esse crioprotetor.

Resultados negativos com etilenoglicol foram obtidos por Streit Jr. et al. (2007)
observando a toxidez deste crioprotetor, ndo ocorrendo a eclosdo nos tratamentos onde
ele estava presente. Este fato sugere que a ndo eclosdo nos tratamentos com
etilenoglicol pode estar relacionada a interferéncia desse crioprotetor no metabolismo
do embrido, provocando desestruturacao celular e, conseqlientemente, morte. De acordo
com Kusuda et al. (2002), trabalhando com blastomeros de ‘“chum salmon”
(Oncorhynchus keta) a susceptibilidade dos embrides ocorre em fungdo da degeneragio
celular e das proteinas da membrana nuclear, em virtude da desidratagdo e aumento na

concentragdo salina decorrentes do contato com o crioprotetor. A acdo toéxica do
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crioprotetor pode estar relacionada com o estagio de desenvolvimento do embrido,
como demonstrou Dinnyés et al. (1998).

Resultados positivos com o crioprotetor etilenoglicol também foram encontrados
por Cabrita et al. (2006) trabalhando com “gilthead seabream™ (Sparus aurata)
observando que embrides tratados com etilenoglicol apresentaram melhor tolerancia
durante 10 minutos de exposicdo, com taxa de eclosdo significativamente maior em
comparag¢ao a obtida pelo DMSO, metanol ou propanodiol nas mesmas concentragdes.

O efeito da concentracdo dentro de crioprotetor foi significativo somente para as
caracteristicas de formato e tamanho dos nucleos da camada sincicial vitelina. Para
essas caracteristicas foram realizadas analises de estimacao dos parametros da regressao
multinomial logistica (Tabelas 9 e 10).

Os coeficientes ou parametros do modelo estimados foram significativos apenas
para as concentragdes de etilenoglicol na caracteristica formato do nucleo da camada
sincicial vitelina (CSVF) e para as concentracdes de metanol na caracteristica tamanho

dos nucleos da camada sincicial vitelina (CSVT).

Tabela 9 — Analise de estimagdo dos parametros da regressdo multinomial logistica para
a caracteristica de formato dos nucleos da camada sincicial vitelina (CSVF).

Valor  Desvio Intervalo de 5

Parametro GL . ~ Confianga Pr> y?
Estimado Padtio  gs, 1o ihigoge) &
METANOL'
Intercepto 1 (Bo) 1 -45371 11,5648 -7.6042 -1,4701  84l* 0,0037
Intercepto 2 (Bo) 1 -2,3526  1,3861  -5,0692 0,3641 2,88 0,0896
Concentragdo (B1) 1 13,8672 13,1548 -11,9158 39,6502 1,11 02918
ETILENOGLICOL?
Intercepto 1 (Bo) 1 08007 1206 -1,5631 3,1644 0,44  0,5068
Intercepto 2 (Bo) 1 2,1158 1,2416 -0,3178 4,5494 2,9 0,0884
Concentragdo (B1) 1 24,8631 12,5472 -494552 -0271  3,93**  0,0475

“GL: graus de liberdade; ***P<0,01; **P<0,05

As estimativas da regressdo dos efeitos de concentragdo (f3;) foram negativas.

Este fato indica que houve um efeito negativo da concentra¢do de crioprotetor sobre a
resposta média das caracteristicas CSVF e CSVT. Isso pode ser visualizado pela Tabela
11 das respostas médias das caracteristicas em fung¢do das doses de crioprotetor

utilizadas.
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Tabela 10 — Andlise de estimagdo dos parametros da regressao multinomial logistica
para a caracteristica de tamanho dos ntcleos da camada sincicial vitelina (CSVT).

Valor Desvio inicrvalo de 2

Parametro GL . ~ Confianca Pr > y?
Estimado Padrdo  gs, oo iigigey i

METANOL'
Intercepto 1 (Po) 1 3,618 12841 11,1019  6,1356 7,94  0,0048
Intercepto 2 (Po) 1 6481 1,5813 33817  9,5802 16,8+ <0001

Concentrac¢do (By) 1 -44,7153 13,3044 -70,7913 -18,6392 11,3***  0,0008
ETILENO GLICOL?

Intercepto 1 (Bo) 1 086 1,676 -1,4284 31484 0,54 04614
Intercepto 2 (Bo) 13,1976 12739 0,7009 56944  63%  0,0121
Concentrac¢do (By) 1 -11,2091 11,678 -34,0976 11,6794 0,92 03371

“GL: graus de liberdade; ***P<0,01; **P<0,05.

Tabela 11 — Respostas médias das caracteristicas de formato e tamanho dos nucleos da
camada sincicial vitelina (CSVF e CSVT) submetidos a diferentes concentragdes de
crioprotetores metanol e etilenoglicol.

METANOL ETILENO GLICOL

0.07 0.1 0.13 0.07 0.1 0.13

CSVF 1,29 (0,47)ab 1,07 (0,27)b 1,56 (0,73)a 2,00 (0,94)a 1,23 (0,44)b 1,39 (0,51)b

CSVT 2,53 (0,62)a 2,29 (0,73)a 1,69 (0,48)b 2,37 (0,76)a 2,46 (0,52)a 2,15 (0,69)a

*letras diferentes na mesma linha indicam diferencas entre doses do mesmo crioprotetor a P<0,05, de acordo com o
teste de contraste de médias.

Tanto para a caracteristica de tamanho dos nucleos da camada sincicial vitelina
como para o formato desses nticleos a analise de estimacao dos parametros da regressao
multinomial mostra que a medida que a concentracdo do crioprotetor aumenta, o
tamanho e formato dos nucleos apresentam valores da categoria histolégica proximos a
um e dois (1 e 2). Para caracteristica de tamanho dos nucleos presente na camada
sincicial vitelina a maioria deles apresentavam tamanho pequeno a médio comparado ao
tamanho dos nucleos dos blastdmeros e para a caracteristica de formato dos nucleos de
embrides de pacu a maioria apresentou formato pavimentoso, ciibico e/ou irregular.

A mudanga no formato dos nucleos durante a formacdo da camada sincicial
vitelina ¢ evidente em B. rerio durante o periodo de embriogénese. Esses nucleos
mudam sistematicamente seus formatos de acordo com a fase da divisdo celular
(Kimmel, 1995). Desta maneira, no presente estudo esses nticleos foram encontrados
em formatos variados, classificando-se na categoria 2, o que representa que os nucleos,

possivelmente encontravam-se em periodo de divisao celular (Kimmel, 1995).
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A atuagdo toxica de um crioprotetor sobre o desenvolvimento embrionario também
pode estar relacionada as fases do desenvolvimento embrionario, como demonstraram
Dinnyés et al. (1998) em estudo com embrides de carpa (C. carpio). No estudo com
“red drum” (Sciaenopus ocellatus) Gwo et al. (1995) constataram que embrides no
estadio de moérula apresentaram maior resisténcia ao resfriamento que os estadios de
oito células (embrides em estadios mais recentes) e de géstrula (embrides mais tardios).

Streit Jr. (2005) avaliando o etilenoglicol e metanol em embrides de P.
mesopotamicus, observou que a medida que se concentrou a solugdo com etilenoglicol,
no tempo de 20 minutos, o percentual de larvas mortas diminuiu. O percentual de ovos
gorados para o etilenoglicol também foi menor nas concentragdes mais elevadas, sendo
de 15% e 20% comparados com o metanol que foi de 5% e 10%, no tempo de 10
minutos. Porém, este autor verificou que nas concentragdes 5% e 10% os crioprotetores
metanol e etilenoglicol mostraram menor toxidez para os embrides de P.
mesopotamicus. Desta maneira, além das fases do desenvolvimento embrionario, as
concentragdes utilizadas de crioprotetores também podem atuar de maneira toxica ou

ndo em relacdo aos embrides.

Conclusao

Na fase de fechamento do blastoporo de Piaractus mesopotamicus o desempenho
do etilenoglicol na concentracdo 7% associado a sacarose mostrou ser a melhor
combinagdo para preservacdo das estruturas embriondrias, vitelo e camadas

germinativas.
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CAPITULO 3

Injurias causadas em embrides de pacu (Piaractus mesopotamicus)
submetidos as técnicas de congelagdo e descongelacdo apds a utilizagdo de

crioprotetores intra e extracelulares
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Injurias causadas em embrides de pacu (Piaractus mesopotamicus) submetidos as
técnicas de congelacido e descongelaciao apds a utilizagao de crioprotetores intra e

extracelulares

RESUMO: Embrides de Piaractus mesopotamicus foram criopreservados apés a
exposicdo aos crioprotetores, metanol e etilenoglicol, nas concentragdes, 7%, 10% e
13%, e a adi¢do de um crioprotetor extracelular, a sacarose 0,1 M, durante exposi¢ao de
10 minutos, com o objetivo de analisar a morfologia embrionéria. Foram envasados e
congelados 40 embrides/tratamento e apos a descongelagdo trés embrides, em média,
resultantes desse processo foram incluidos em historesina, corados com hematoxilina-
eosina e analisados em microscopio optico (MO). Um palhete/tratamento contendo
embrides foi descongelado e mantido em incubadora com o objetivo de acompanhar o
desenvolvimento, ndo resultando, entretanto na eclosdo de embrides. Amostras de dois
embrides submetidos aos tratamentos com metanol na concentragao de 10% associado
ou ndo a sacarose, etilenoglicol 10% associado a sacarose e os tratamentos dgua e agua
com sacarose congelados e ndo congelados foram processados e analisados em
microscopia eletronica de varredura (MEV). Apesar dos embrides apresentarem as
estruturas tipicas da fase, como, corion, vitelo, camada sincicial vitelina e blastoderme,
as mesmas encontravam-se alteradas em 100% dos embrides quando analisadas em MO
e MEV. O cérion apresentou-se irregular e rompido; auséncia de individualizagdo dos
granulos de vitelo; camada sincicial vitelina apresentou formato, espessura ¢ tamanho
irregulares e a blastoderme apresentou nucleos alterados no formato e as vezes ausentes,
localizada em regides atipicas ou ausentes em alguns embrides. Nenhum tratamento foi
efetivo para preservacdo do embrido e conseqiiente eclosdo. Os protocolos utilizados
ndo evitaram a formagdo de gelo intracelular resultando em injurias celulares durante os
processos de congelagdo e descongelagdo, inviabilizando os embrides de P.

mesopotamicus.

Palavras-chave: etilenoglicol, injurias celulares, metanol, microscopia eletronica de

Varredura, sacarose
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Injury caused in pacu (Piaractus mesopotamicus) embryos submitted to the
freezing and thawing techniques after the use of cryoprotectants intra and

extracellulares

ABSTRACT: Embryos of Piaractus mesopotamicus were cryopreserved after the
exposure to cryoprotectors, methanol and ethylene glycol, in the concentrations of 7, 10
and 13% with the addition of a extracellular cryoprotector, the sucrose 0,1 M, during
exposure of 10 minutes, with the objective of analyzing the embryonic morphology. A
total of 20 embryos/treatment were fill and frozen and after thawing three embryos, on
average, resultants of that process were included in historesin, stained with hematoxilin-
eosin and analyzed under optical microscope (OM). A straw/treatment containing
embryos was thawed and maintained in incubator in order to observed the development,
not resulting, meantime in the embryos outbreak. Samples of two embryos submitted to
the treatments with methanol and ethylene glycol in 10% concentration associated or
not with sucrose and the treatments water and water with sucrose frozen and not frozen
were processed and analyzed through scanning electron microscopic (MEV). In spite of
the embryos presenting the typical structures of the phase such as chorion, yolk, yolk
syncytial layer and germ layers they were altered in 100% when the embryos were
analyzed under OM and MEV. The chorion became irregular and broken; absence of
individualization of the yolk granules; yolk syncytial layer presented formed, thickness
and irregular size and the blastoderm presented altered nuclei in the shape and
sometimes lacking, located in atypical areas or absent in some embryos. No treatment
was effective for embryo preservation and consequent outbreak. The used protocols did
not avoid the formation of intracellular ice resulting in serious morphology alterations

during the freezing processe, making unfeasible the embryos of P. mesopotamicus.

Key words: ethylene glycol, cells injury, methanol, scanning electron microscopic and

SucCrose
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Introducio

O aperfeicoamento do manejo reprodutivo e aplicagdo de biotecnologias nos
processos reprodutivos como a criopreservacao e resfriamento de embrides de peixe ¢
uma linha promissora da aqiiicultura. No inicio da década de 90 o avango tecnologico e
a utiliza¢do biotecnologias nos processos reprodutivos se consolidaram com o dominio
da tecnologia de criopreservagdo de sémen de pacu (Piaractus mesopotamicus). Esta
espécie apresenta além da facilidade na adaptagdo as condigdes de cultivo, habito
alimentar onivoro, crescimento rapido, fecundidade elevada, facil adaptacdo a
alimentagdo artificial e principalmente grande aceitagdo no mercado consumidor
(Castagnolli & Zuim, 1985) sendo que sua produ¢do foi de 10.858,00 toneladas em
2005 (IBAMA, 2007).

A criopreservacdo visa manter o metabolismo celular em estado quiescente,
tornando possivel a conservagdo de células e tecidos por tempo indeterminado. O
sucesso na criopreservacdo de embrides de peixe poderia abrir novas perspectivas no
cultivo e manejo de espécies ameagadas de extingdo contribuindo na preservagdo de
espécies raras (Wildt, 1993); fornecer embrides de algumas espécies em determinadas
estacdes do ano que ndo poderiam desovar naturalmente (Janik et al., 2000), com
aumento na produ¢do comercial (Ballou, 1992) e manuten¢do de estoque de grande
diversidade de genes.

Hagedorn et al. (1997a) destacaram fatores relacionados as caracteristicas dos
embrides que impedem que sua criopreservagdo seja um sucesso: tamanho dos ovos e
dos granulos de vitelo, permeabilidade das membranas embriondrias e ovos com alta
sensibilidade ao ftio.

Em todas as espécies animais sdo utilizadas solugdes crioprotetoras intracelulares e
extracelulares indispensaveis para submeter os embrides a temperatura abaixo de 0° C.
Estas solugdes podem ter agdo dentro ou fora das células embriondarias (Denniston et al.,
2000).

Os crioprotetores intracelulares sdo solutos organicos com baixo peso molecular
responsaveis por proteger as organelas celulares durante o resfriamento, podendo
atravessar as membranas celulares com relativa facilidade. Os mais comumente
utilizados sdo o etilenoglicol, propilenoglicol, dimetilsulféxido (DMSO), glicerol,
metanol e etanol. Os crioprotetores extracelulares sdo as macromoléculas e agucares

com alto peso molecular cuja funcdo ¢ reduzir a formacdo de gelo, facilitar a
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desidratacdo das células e proteger a membrana celular, ndo podendo permear as
células. Os mais utilizados sdo a sacarose, glicose, lactose (Denniston et al., 2000).

As caracteristicas fundamentais para um eficiente agente crioprotetor ¢ o baixo
peso molecular, como € o caso dos crioprotetores intracelulares, sua alta capacidade de
atravessar a membrana da célula e baixa toxicidade. Geralmente, agentes com rapida
capacidade de penetracdo sdo mais favoraveis, pois diminui o tempo de exposi¢do ao
crioprotetor antes do resfriamento, prevenindo injurias osmoticas (Kasai et al., 1996).

Diferentes estratégias estdo sendo utilizadas para minimizar os danos osmoticos,
através da aplicacdo de crioprotetores menos toxicos, bem como a combinagdo de dois
ou trés crioprotetores (Kasai et al., 1996; Vajta, 2000).

O objetivo deste trabalho foi avaliar morfologicamente as injlrias causadas em
embrides de pacu (P. mesopotamicus) submetidos as técnicas de congelagdo e

descongelagdo apos a utilizagao de crioprotetores intra e extracelulares.

Material e Métodos

Local

Este estudo desenvolveu-se na Estagdo de Piscicultura da Universidade Estadual
de Maringa- UEM/CODAPAR e na Estagdo de Hidrologia e Aqiiicultura da Duke
Energy International- Geragdo Paranapanema, em Salto Grande (SP), Laboratorio de
Histotécnica Animal do Departamento de Ciéncias Morfofisiologicas da UEM e no
Complexo Central de Apoio a Pesquisa da UEM —COMCAP, de novembro de 2005 até
novembro de 2007.

Animais e experimento

Foram utilizados 10 machos e 10 fémeas de pacu (P. mesopotamicus) com idade
de quatro anos selecionados do plantel de reprodutores da Duke Energy, quando
apresentavam caracteristicas reprodutivas secundarias de peixes migradores como
abddmen abaulado e macio, orificio urogenital avermelhado e intumescido e os machos
liberavam sémen com uma leve compressao no abdomen.

Apo6s a selecao os animais foram submetidos a indu¢cdo hormonal em laboratorio
através de aplicacdes hormonais intramusculares, entre a nadadeira dorsal e a linha
lateral. Ministrou-se 2,5 e 5,5 mg de extrato de hipofise de carpa/Kg de peso vivo de

peixe, para machos (em uma dose) e fémeas (duas doses, 10% na primeira ¢ 90% na
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segunda), respectivamente. Foram selecionados ovdcitos de 10 fémeas de pacu os quais
foram fertilizados com “pool” de sémen.

Apo6s a fertilizagdo, os ovos foram incubados em incubadoras do tipo vertical,
ligadas a um sistema fechado de agua com temperatura controlada de 27,7°C. A desova
foi obtida através do sistema seminatural.

Quando 80% dos ovos apresentavam-se em estddio de fechamento do blastoporo
com 90% de epibolia (aproximadamente 9 horas de incubagdo) (Figura 1), observados
em estereomicroscopio, colheu-se uma aliquota de aproximadamente 1500 ovos vidveis
da incubadora, sendo descartados os ovos esbranquigados (gorados). Apoés a drenagem
do excesso de agua com uma peneira, os ovos foram mergulhados nas solugdes

crioprotetoras, previamente preparadas. Para cada tratamento foram utilizadas amostras

de 40 embrides em média, com corion.

Camada
Sincicia

\/italina

Cérion
(memhra

Figuras 1 - Indicagdo dos componentes embrionarios ¢ extra-embrionarios de pacu (P.
mesopotamicus). A- Imagem obtida a partir de estereomicroscopio. B- Fotomicrografia
do embrido em estagio de fechamento do blastéporo H.E (10x).

Solucdes crioprotetoras

As solugdes crioprotetoras testadas foram o metanol e etilenoglicol em trés
concentragdes (7, 10 e 13%) e a adicdo de um crioprotetor extracelular, a sacarose 0,1M
(Zhang & Rawson, 1995). Todos os embrides foram expostos as solugdes crioprotetoras
durante 10 minutos

Para as solugdes crioprotetoras, metanol e etilenoglicol, nas trés concentragdes,
preparou-se previamente uma diluigdo para 50 mL em béquer, devidamente
identificados, em uma temperatura média de 27,5 +1,0°C. Assim, foram repetidos para
todos os tratamentos e também para o tratamento controle que continha apenas agua

destilada e para o tratamento que continha dgua e sacarose (Figura 2).
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Criopreservacao dos embrides

Apo6s terem sido submetidos aos tratamentos, os embrides foram submetidos as
técnicas de congelacdo em nitrogénio liquido (N,) para verificar as injurias celulares
causadas aos embrides criopreservados.

Cada tratamento consistiu de uma amostra de 40 embrides, onde foram envasados
em palhetes de 0,5 mL e submetidos ao aparelho de congelagdo de embrides, Biocool
(BIO-COOL III FITSSYSTE MS, INC). No Biocool os embrides foram submetidos a
uma curva de congelagdo de 1°C /min até¢ -33°C. Em seguida foram colocados
diretamente nas canecas do botijao de estocagem com capacidade de 34 litros.

Apos o periodo de estocagem de 40 dias os embrides foram retirados dos botijoes

de nitrogénio e submetidos aos protocolos de descongelacao.

EMBRIOES

SOLUCOES
CRIOPROTETORAS CONTROLE

METANOL ETILENOGLICOL ETILENOGLICOL METANOL
+ + CRIQ

SACAROSE SACAROSE

Figura 2. Esquema dos tratamentos que os embrides de pacu (P. mesopotamicus), em estagio
de fechamento do blastoporo foram submetidos, durante 10 minutos, em solucdes
crioprotetoras intracelulares, metanol e etilenoglicol em diferentes concentragdes, e o
crioprotetor extracelular sacarose 0,1 M.

Descongelacao dos embrides

Os palhetes foram descongelados imediatamente um a um, a temperatura de 45°C
por 10 segundos em banho-maria.

Apos a descongelagdo, os embrides foram expostos a um processo para a retirada
dos crioprotetores e conseqiiente hidratacdo (Figura 3). Os embrides expostos aos

crioprotetores metanol e etilenoglicol nas concentragdes 7% foram submetidos as
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concentragdes decrescentes dos mesmos crioprotetores (6, 4, 2, 1% de crioprotetores)
até H,O destilada durante 30 segundos em cada uma delas. O mesmo esquema foi

seguido para as concentragdes de 10 e 13% de crioprotetores.

% | => 6%| =2 | 4% 4 2% | = 1% | = |HO
30" 30" 30" 30" 30"

10%| => 8% | =2 6% =2 | 4% 2> [ 2%| 2 |1% | & [HO
30" 30" 30" 30" 30" 30"

13%| = |12%| => |10%| => |8% [ | 6% | 2| 4%| 2> (2% | = | 1%|=> |[H.O

30" 30" 30" 30" 30" 30" 30° 30°

Figura 3. Esquema para a retirada dos crioprotetores e conseqiiente hidratagdo dos
embrides de pacu (P. mesopotamicus), em estagio de fechamento do blastoporo,
submetidos a diferentes agentes crioprotetores, metanol e etilenoglicol, em trés
concentragdes diferentes, durante 10 minutos.

Um palhete de cada tratamento foi descongelado, conseqlientemente hidratado
pelo mesmo esquema acima e os embrides colocados para eclodir em incubadoras a
temperatura de 27°C durante 15 horas.

Os embrides que foram submetidos aos tratamentos com agua e agua + sacarose
ndo suportaram o processo de hidratacdo e a medida que passavam pelas solugdes

crioprotetoras para hidratagdo, eles se desfaziam, ndo restando embrido para incubar.

Avaliacao morfologica dos embrides

Estudo ao Microscopio Optico
Apos terem sido submetidos aos protocolos de hidratagdo (Figura 3) os embrides
foram imediatamente colocados em solu¢ao de “Bouin” e em seguida estes foram
incluidos em resina 2-hidroxietilmetacrilato (Leica Historesin) sendo processados 3
embrides/tratamento, seccionados de forma seriada com 3um de espessura (seis
cortes/embrido) corados pelo método de hematoxilina-eosina.
A andlise da morfologia embriondria foi realizada no Laboratorio de Histotécnica

Animal do Departamento de Ciéncias Morfofisiologicas-UEM, com auxilio de um
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microscopio optico Olympus CBA e as imagens fotografadas através de uma camara de

alta resolu¢ao Olympus Q-COLOR 3, acoplada ao microscopio Olympus Bx41.

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Foram processados dois embrides dos seguintes tratamentos: T1: agua; T2: dgua +
sacarose; T3: metanol 10% + sacarose; T4: metanol 10% e T5: etilenoglicol 10% +
sacarose ndo submetidos as técnicas de congelacdo e submetidos a congelacdo e
posterior descongelagdo.

As amostras de cada tratamento foram fixadas em solugdo de Glutaraldeido 2,5%,
utilizando-se o tampao cacodilato 0,1M em pH 7,2, permanecendo em geladeira até o
momento da desidratagao.

A desidratagdo ocorreu em série crescente de alcool, passando por concentragdes
de 30, 50, 70, 80, 90, 95% durante 30 minutos cada etapa e dois banhos em alcool 100%
por 30 minutos em cada concentragao.

A secagem foi em aparelho de Ponto Critico BAL-TEC CPD 030 (Critical Point
Dryer), utilizando CO; liquido. Os fragmentos foram montados em bases metalicas de
aluminio (stubs) e em seguida foram metalizadas com ions ouro-paladio em Metalizador
Desk II Denton Vacuum.

O material foi examinado e eletromicrografado em microscopio eletronico de
varredura JEOL (JSM-5410) no Complexo Central de Apoio a Pesquisa (CONCAP -
UEM).

Andlise dos dados

Para avaliagdo das caracteristicas morfologicas dos embrides foi utilizado
Delineamento Experimental inteiramente casualizado, em um fatorial de 2x2x3, sendo
dois crioprotetores internos, metanol e etilenoglicol, com inclusdo ou nao do
crioprotetor externo, a sacarose 0,1M e trés concentracdes de 7, 10 e 13% dos

crioprotetores internos.

Resultados e Discussao

Durante o processo de descongelagdo e hidratagdo, os embrides de P.
mesopotamicus apresentavam caracteristicas de estarem em processo de degradagao,

resultando em menor nimero de embrides passiveis de serem processados em
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historesina o que foi também observado por Robles et al. (2003) e Ninhaus-Silveira
(2006) para embrides de “turbot” (Scophthalmus maximus) e curimbata (Prochilodus
lineatus).

Os embrides que foram submetidos a este processo ¢ que foram colocados em
incubadoras para eclodirem apresentavam ainda dentro dos palhetes uma coloragao
esbranquigada na regido do vitelo, indicando a formacao de cristais de gelo (Figura 4A)
e mesmo ap6s 15 horas de incubagdo ndo foi observado em nenhum dos tratamentos

embrides eclodidos, e aqueles que ainda se encontravam nas incubadoras estavam

gorados (Figura 4B).

Figuras 4 - Embrides de pacu (P. mesopotamicus). A- Indicagao dos embrides dentro do
palhete com coloragdo esbranquicada. B- Embrido gorado apds descongelacio e
hidratagdo colocado em incubadora (estereomicroscopio).

Apesar de todos os embrides de P. mesopotamicus congelados ¢ descongelados
resultantes apresentarem estruturas embriondrias e extra-embriondrias tipicas da fase de
desenvolvimento estudada, como corion, blastoderme, vitelo e camada sincicial vitelina,
as mesmas estavam alteradas morfologicamente em 100% dos embrides.

O corion apresentou-se irregular, rompido, ndo sendo encontrado integro em
nenhum dos embrides (Figuras 5A e 5B). Esta membrana tem sido identificada como
uma das principais barreiras de permeacao dos crioprotetores (Hagedorn et al., 1998). A
retirada do corion com o uso da enzima pronase foi realizada por Ninhaus-Silveira et al.
(2007) em curimbata e verificaram que, como em ‘“zebrafish”, os embrides nao
necessitam do corion para completar seu desenvolvimento, tendo este a fungdo de
prote¢do contra choques mecanicos. Consideraram desnecessdria sua presenga em
embrides criopreservados, visto que poderia atuar como uma barreira a entrada dos

crioprotetores.
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O vitelo apresentou-se como uma massa celular e como os granulos nao se
apresentavam de maneira individualizada seu contetido extravasou-se, havendo partes
de vitelo em varios locais do embrido, ndo sendo possivel definir um local padrdo para
ser observada esta estrutura (Figuras 5A e 5D). Consideramos que a lesdo das
membranas celulares dos granulos de vitelo possa ter ocorrido por varios fatores, como
exposicdo dos embrides a baixa temperatura, pela penetragdo insuficiente dos
crioprotetores, pelo tempo insuficiente de permeacdo ou pela toxidez da solugdo
crioprotetora utilizada.

Os resultados encontrados no presente estudo sao divergentes dos encontrados por
Hagedorn et al. (1998) para embrides de ‘“zebrafish”, ao observarem que o vitelo
manteve-se integro morfologicamente, com membranas intactas e conteudo
aparentemente normal apods exposicdo as solugdes crioprotetoras, DMSO e
propilenoglicol. Estes autores ressaltaram que dano causado pela baixa temperatura
dentro do vitelo pode ser tolerado.

Hagedorn et al. (1998) identificaram a existéncia e a localizacdo da barreira de
permeabilidade para DMSO e do propilenoglicol, quantificando parametros de
permeabilidade da dgua e do soluto para o vitelo e a blastoderme, através da mudanga
volumétrica da entrada do crioprotetor pelo microscopio Otico e também pelo
espectroscopio de ressonancia magnética nuclear. Estes autores conseguiram predizer
que o principal local de dano ao crioprotetor poderia ocorrer dentro do compartimento
do vitelo. Assim, sem uma crioprote¢do suficiente dentro do vitelo, ocorre a formagao
de cristais de gelo, danificando o embrido.

A camada sincicial vitelina apresentou-se com formato e tamanho irregulares e
espessura variada. Apresentava localizagdo atipica, sendo muitas vezes encontrada
abaixo do vitelo, ou envolvendo pedagos deste separados, diferindo de embrides
preservados, onde esta subjacente a blastoderme, recobrindo o vitelo (Figura 5B e 5C).

Hagedorn et al. (1998) observou que em embrides congelados houve alteracdao
morfoldgica da camada sincicial vitelina, e que apos a descongelagdo muitas organelas e
a membrana celular foram destruidas, conservando apenas alguns nucleos com
cromatina condensada ou inativa ¢ a membrana nuclear ndo se apresentava totalmente
intacta.

Ninhaus-Silveira (2007) observando a camada sincicial vitelina de curimbaté (P.
lineatus) verificou modificagdes ultraestruturais em embrides congelados quando

comparados aos embrides ndo congelados. A camada sincicial do vitelo nos embrides
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criopreservados pelo protocolo de vitrificagdo apresentou-se com citoplasma mais
elétron-denso, com aspecto compactado, reticulos colapsados, nucleos com cromatina
desorganizada e rompimentos da membrana plasmatica na regido de contato desta
camada com a endoderme, ocasionando a desestruturagdo das microvilosidades. Os
embrides submetidos ao processo de congelacdo em vapor de nitrogénio liquido
apresentaram citoplasma desestruturado, rede de endomembranas destruida, nucleos
com a cromatina alterada, porém, com mitocondrias preservadas.

A blastoderme apresentou nucleos alterados no formato e as vezes ausentes, com
formato irregular, localizada em regides atipicas ¢ em alguns embrides ela estava
ausente ou em pequenas por¢des com citoplasma sem nucleo (Figuras 5B e 5D).

Hagedorn et al. (1998) analisando exemplares de “zebrafish” ap6s os processos de
congelacdo e descongelacdo, verificaram que a estrutura da blastoderme tinha sido
destruida, sugerindo que essas alteragcdes ocorreram devido a entrada insuficiente de
crioprotetor nas células.

A sobrevivéncia de embrides congelados ainda ndo foi conseguida para nenhuma
espécie de peixe, pois segundo Zhang & Rawson (1995), Hagedorn et al. (1997a),
Harvey (1983) e Robles et al. (2003) sdo muitas as varidveis a serem consideradas,
como: a maioria dos ovos das espécies sao grandes, semipermeabilidade das membranas
ao redor do embrido e, principalmente, por apresentarem alta sensibilidade ao frio.

Zhang & Rawson (1996) relataram que a formagdo de cristais de gelo dentro do
embrido, durante o processo de descongelacdo é indicada pelo branqueamento deste.
Zhang et al. (1993) sugeriram que a utilizagdo de métodos de congelacao
convencionais, realizados com a exposicdo a vapores de nitrogénio liquido, utilizados
para embrides de peixes, produz inevitavelmente a formacdo de cristais de gelo
intraembridnicos.

Ninhaus-Silveira et al. (2007) trabalhando com embrides de curimbata (P.
lineatus) observaram em todos os tratamentos opacidade do vitelo do embrido por
alguns momentos durante o processo de hidratacdo, caracterizando segundo Zhang et al.
(1993) e Zhang & Rawson (1996) a formacdo de cristais de gelo intraembrionicos. O
mesmo foi observado no presente estudo, podendo considerar este fator como um
indicativo de que nao houve penetragdo do crioprotetor ou que a concentragdo e tempos
de exposi¢do ndo foram suficientes para proteger o embrido contra os efeitos negativos

do processo de congelagdo e descongelacio.
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Hagedorn et al. (2002) sugeriram que a hidratagdo continua dos embrides
descongelados, até a ruptura de suas membranas, pode estar relacionada as
caracteristicas estruturais de suas membranas plasmaticas. Estes autores estudando B.
rerio verificaram que, esta espécic ndo possui em suas membranas proteinas
transmembranicas do tipo aquaporinas (AQPs) as quais atuam no transporte de agua e
ions em mamiferos. Apds inserirem um tipo de aquaporina (AQP3) no DNA de
exemplares de B. rerio, verificaram que o fluxo de propilenoglicol aumentou nos
embrides modificados com esses canais de membranas.

Streit Jr. et al. (2007) encontraram resultados positivos na combinagdo de 9% de
metanol e 17,1% de sacarose em um protocolo de resfriamento com embrides de P.
mesopotamicus, expostos por no minimo seis horas a -8°C. Estes embrides apresentaram
menor sensibilidade ao frio quando foram submetidos a solugdo crioprotetora,
apresentando 69,2% de taxas de eclosao em comparagdo ao tratamento controle que foi
de 80,0%, onde os embrides foram incubados diretamente na dgua.

Nos trabalhos de Streit Jr. et al. (2007) os melhores resultados encontrados foram
utilizando o crioprotetor intracelular metanol, com taxa de eclosdo superior aquela em
que o crioprotetor intracelular foi o etilenoglicol, especialmente quando sacarose foi
acrescentada a solucdo crioprotetora, verificando que a associagdo do metanol a
sacarose parece ser muito promissora para o sucesso de resfriamento de embrides de
pacu.

A criopreservagdo de embrides pode ser extremamente prejudicial a organizacao
celular dos mesmos. Dobrinsky (1996) citou em seus trabalhos que a formagdo de
cristais de gelo intracelular pode lesar a membrana plasmatica da célula e que o
armazenamento em nitrogénio liquido pode desnaturar as fungdes intracelulares e as
organelas. Em relagdo a citoarquitetura dos embrides, este autor verificou que pode
ocorrer destruicdo das estruturas que participam do citoesqueleto, o que leva a perda da
sua forma intracelular causando uma destruicdo irreparavel a célula.

A prevencao da formagdo de cristais de gelo nas células ou tecidos é necessaria
para o sucesso na criopreservacdo ¢ sobrevivéncia dos embrides. A comparagdo da
sobrevivéncia dos embrides apos resfriamento e porcentagem de embrides na qual
houve a formacao de gelo intracelular durante o resfriamento mostrou que os padrdes
destas curvas sdo similares, indicando que a formacdo de gelo foi, provavelmente, o

principal fator de limitacdo da sobrevivéncia dos embrides (Harvey, 1983).
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Quando a formagao de gelo intracelular ocorre, geralmente, ela ¢ letal (Mazur,
1984). Hagedorn et al. (2004) observaram que na auséncia dos crioprotetores, a
formagao de gelo intracelular ocorre, aproximadamente, a -10°C. No entanto, com a
adicao dos crioprotetores, a temperatura intra-embridnica de formagao do gelo ¢ de -20
a -30°C. Estes autores utilizando embrides modificados com AQP3, que sdo canais
16nicos inseridos nas membranas dos embrides para facilitar a troca da agua e dos

crioprotetores, concluiram que a formacao de gelo foi letal ao embrido.

Figura 5 — Embrides de Piaractus mesopotamicus criopreservados. A- vitelo com
aparéncia de massa celular (%), corion rompido (*) (40x). B- CSV envolvendo pedago
de vitelo (#), pequena por¢ao de blastoderme (P) (20x). C- CSV com espessura variada
(#) (10x). D- blastoderme ausente, vitelo com aparéncia de massa celular (%) (20x). H-E

Para melhor caracterizagdo dos embrides submetidos as técnicas de congelagao e
descongelagdo, foram utilizadas as imagens feitas através de microscopia eletronica de
varredura. A maioria dos trabalhos de observacdo embrionaria, tanto de
desenvolvimento como de caracterizagdo embrionaria utilizam somente a avaliagdo sob

estereomicroscopio e alguns com microscopia de luz, devido ao alto custo das analises

de microscopia eletronica. Galman & Avtalion (1989) estudando embrides de
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Oreochromis niloticus e Shardo (1995) em Alosa sapidissima realizaram o estudo em
microscopia eletronica de varredura, com a finalidade de visualizar detalhes nos
embrides destas espécies.

Em P. mesopotamicus diversos trabalhos foram realizados com a tecnologia de
criopreservacdo e utilizacdo de crioprotetores, porém sao poucos os trabalhos com
eletromicrografia de varredura para embrides desta espécie.

De acordo com Hagedorn et al. (1997a; 1997b) e Streit Jr. et al. (2005) em
experimentos realizados com diferentes concentracdes de crioprotetores, estes autores
observaram que resultados positivos foram encontrados para embrides criopreservados
submetidos a concentracao de 10% de metanol com a interagcdo do crioprotetor externo,
a sacarose. Desta forma, para a realizacdo das andlises de microscopia eletronica de
varredura foram escolhidos esses tratamentos, e por ter havido perdas de embrides em
virtude do processo de congelagdo.

A Figura 6 (A, B, C e D) foi obtida através de eletromicrografia de varredura de
embrido de P. mesopotamicus, submetidos a crioprotetores intra e extracelulares na fase
de fechamento do blastoporo e a Figura 7 (A, B, C e D) foi obtida através de
eletromicrografia de varredura de embrido de P. mesopotamicus, submetidos as técnicas
de congelacdao e descongelacao, apds serem submetidos aos mesmos tratamentos dos
embrides ndo congelados.

Modificacdes ultraestruturais foram observadas quando comparados os embrides
submetidos as técnicas de congelacdo e descongelacdo em relagdo aqueles nao
congelados. Os embrides submetidos as técnicas de congelagdo e descongelagdo
apresentavam-se com corion rompido na maioria deles, Figuras 7A, B, C e D,
ocasionado possivelmente ao processo de descongelagdo, ja que alguns embrides no
inicio do processo de hidratagdo comecaram a se desfazer, permanecendo apenas
pequenos pedacos do corion. O vitelo apresenta-se extravasado dos granulos em muitos
embrides, Figuras 7A e 7C, sendo que a ndo preservacdo do vitelo poder estar
relacionada a permeagdo insuficiente dos crioprotetores em embrides submetidos a
baixas temperaturas, o que leva a formagao de cristais de gelo e conseqiiente ruptura
deste.

A formagdo dos cristais de gelo pode ser observada antes mesmo dos embrides
entrarem em processo de hidratacdo, pois ainda dentro do palhetes os embrides

apresentavam coloracdo esbranquigada.
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Na Figura 7C o embrido apresenta-se totalmente destruido, com pedagos de corion
e granulos de vitelo espalhados, ficando dificil identificar quais estruturas foram

preservadas.

i Piohe
100k 40 x40

Figura 6 - Eletromicrografia de varredura de embrides de P. mesopotamicus, nao
criopreservados. A- evidenciando vitelo sem rompimento, com pequena perfuragao
devido a manipulacdo (39x). B- vitelo rompido mecanicamente, evidenciando
granulos de vitelo (80x). C- (*) evidenciando embrido envolvendo o vitelo (40x). D-
embrido envolvido pelo corion (80x).
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Figura 7 - Eletromicrografia de varredura de embrides de P. mesopotamicus
criopreservados. A- vitelo envolvido pelo corion rompido, presenca de granulos de
vitelo extravasado (40x). B- vitelo envolvido pelo cérion, que estd rompido (80x). C-
evidenciando embrido destruido (40x). D- cérion destruido (40x).

Conclusao

Os protocolos utilizados no presente estudo ndo evitaram a formagdo de gelo
intracelular que resultaram em alteragdes morfoldgicas graves durante os processos de

congelagdo e descongelagio, inviabilizando os embrides de P. mesopotamicus.
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CONSIDERACOES FINAIS

Na fase de fechamento do blastoporo de Piaractus mesopotamicus, o desempenho
do etilenoglicol na concentracdo 7% associado a sacarose mostrou—-se a melhor
combinacgdo para preservacdo das estruturas embrionarias, como o vitelo e camadas
germinativas.

Os protocolos utilizados no presente estudo ndo evitaram a formacdo de gelo
intracelular que resultaram em alteracdes morfoldgicas graves durante os processos de
congelagéo e descongelacdo, inviabilizando os embriGes de Piaractus mesopotamicus.

Mais pesquisas deverdo ser feitas com a utilizagdo de novos crioprotetores e outras
interagOes de crioprotetores intra e extracelulares, os quais possam ser mais eficazes na
permeagdo em embrides de peixe, permitindo uma distribui¢cdo uniforme em todos os
compartimentos embrionério, menor toxidade e, além disso, outros metodos que

poderiam facilitariam a permeabilizacéo dessas solugdes para dentro dos embrides.
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