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RESUMO

O objetivo neste trabalho foi desenvolver metodologias de criopreservacdo de odcitos
de Colossoma macropomum, e odcitos e embrides de Piaractus brachypomus, analisar
as injurias causadas nos oocitos e embriGes apos a exposicao as solucbes crioprotetoras
e criopreservacdo. Os oocitos de C. macropomum foram distribuidos em seis solucdes
crioprotetoras: T1- metanol 1,6M + sacarose 0,25M; T2- metanol 1,6M + sacarose
0,5M; T3- metanol 1,6M + trealose 0,25M; T4- metanol 1,6M + trealose 0,5M; T5-
metanol 1,6M + frutose 0,25M; T6- metanol 1,6M + frutose 0,5M e T7- controle de
eclosdo. Os odcitos foram mantidos nas solucdes crioprotetoras por 20 minutos, em
temperatura ambiente, fertilizados e levados as incubadoras. A segunda parcela dos
odcitos foi submetida a congelacdo lenta, armazenada em nitrogénio liquido,
descongelada, sendo parte fixada e outra parte fertilizada e mantidas em incubadoras. A
probabilidade de ocorrer sobrevivéncia dos o6citos submetidos ao T1, em temperatura
ambiente foi maior (15,8%). Quanto a sobrevivéncia depois de eclodidas as larvas, ndo
houve diferenca entre os tratamentos. Na fertilizacdo dos odcitos que passaram pela
congelagdo lenta ndo foi obtida eclosdo das larvas. Foi verificada preservagéo
morfoldgica nos T1 e T2 cuja solucdo crioprotetora continha metanol 1,6M e sacarose
0,25 e 0,50M, respectivamente. Os o06citos de Piaractus brachypomus foram
distribuidos em oito solucBes crioprotetoras: T1- metanol 1,6M + sacarose 0,25M +
50% L15; T2- metanol 3,1M + sacarose 0,25M + 50% L15; T3- DMSO 0,7M +
sacarose 0,25M + 50% L15; T4- DMSO 1,3M + sacarose 0,25M + 50% L15; T5-
metanol 1,6M + sacarose 0,25M + Hank; T6- metanol 3,1M + sacarose 0,25M + Hank;
T7- DMSO 0,7M + sacarose 0,25M + Hank; T8- DMSO 1,3M + sacarose 0,25M +
Hank. Os embrides congelados a -13°C foram distribuidos em oito solucbes
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crioprotetoras: T1- metanol 3,1M + PVP 0,15M + Hank; T2- metanol 3,1M + PVP
0,3M + Hank; T3- metanol 3,1M + PVP 0,45M + Hank; T4- metanol 3,1M + PVP 0,6M
+ Hank; T5- metanol 3,1M + sacarose 0,45M + Hank; T6- metanol 3,1M + sacarose
0,63M + Hank; T7- metanol 3,1M + sacarose 0,81M + Hank; T8- metanol 3,1M +
sacarose 1,0M + Hank. Os embrides congelados em nitrogénio liquido foram
distribuidos em quatro solugdes crioprotetoras: T1- metanol 3,1M + sacarose 0,45M +
Hank; T2- metanol 3,1M + sacarose 0,63M + Hank; T3- metanol 3,1M + sacarose
0,81M + Hank; T4- metanol 3,1M + sacarose 1,0M + Hank. Para analise morfoldgica
foram processados odcitos e embrides em historesina e odcitos para tecnica de
microscopia eletronica de varredura. Dos odcitos de P. brachypomus mantidos em
temperatura ambiente e fertilizados, os tratamentos que apresentaram desenvolvimento
embrionario foram o T5 (metanol 1,5M, sacarose 0,25 M e solu¢do de Hank), 17,3% e
T7 (DMSO 0,7M, sacarose 0,25 M e solucdo de Hank), 1,8%. Na fertilizacdo dos
odcitos submetidos a curva de congelacdo lenta ndo houve desenvolvimento
embrionario apos a fertilizacdo. Na avaliagdo morfoldgica, verificou-se que 0s o0citos
de P. brachypomus submetidos a congelacédo lenta quando na solucéo crioprotetora com
1,6M metanol+ 0,25M sacarose + solucdo de Hank (T5) apresentaram a zona radiata
integra e com contorno regular. Dos embrides que foram submetidos a congelacgéo a -
13°C, no T5, 15,3% dos embrides se desenvolveram e foi significativamente maior que
no T6 (4,6%), T3 (1,5%), T7 (1,8%) e T8 (1,9%) e também houve desenvolvimento
embrionario. Nos demais tratamentos, todos os embrifes submetidos as solugdes
crioprotetoras em temperatura de -13°C e 0s embrides submetidos aos tratamentos em
nitrogénio liquido resultaram em embriGes mortos. Nenhum tratamento com odcitos de
C. macropomum e odcitos e embrides de P. brachypomus proporcionou manutencao da

capacidade fecundante ap6s a congelacao.

Palavras-chave: congelacdo, injurias embrionarias, pirapitinga, tambaqui.
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ABSTRACT

The aim of this work was to develop methods for cryopreservation of Colossoma
macropomum oocytes and oocytes and embryos of Piaractus brachypomus, as well as
to analyze the damages in oocytes and embryos after exposure to cryoprotectant
solutions and cryopreservation. Oocytes of C. macropomum were distributed in six
cryoprotectant solutions: T1 -methanol 1.6 M + sucrose 0.25 M, T2 - methanol 1.6 M +
sucrose 0.5 M, T3 - methanol 1.6 M + trehalose 0.25 M, T4 - methanol 1.6 M +
trehalose 0.5 M, T5 - methanol 1.6 M + fructose 0.25 M, T6 - methanol 1.6 M +
fructose 0.5 M and T7 — outbreak control. Oocytes were kept in cryoprotectant solutions
for 20 minutes at room temperature, fertilized and taken to incubators. A second portion
of the oocytes were underwent to slow freezing, stored in liquid nitrogen, thawed, and a
part was fixed while the other was fertilized and kept in incubators. The survival
probability of oocytes subjected to T1 at room temperature was higher (15.8%). As for
survival after hatched larvae, there was no difference between treatments. In the
fertilization of oocytes that passed by slow freezing there was not hatching.
Morphological preservation was observed in T1 and T2 with cryoprotectant solution
containing methanol 1.6 M and sucrose 0.25 and 0.50 M, respectively. The oocytes of
Piaractus brachypomus were distributed in eight cryoprotectant solutions: T1 -
methanol 1.6 M + sucrose 0.25 M + 50 % L15, T2 -methanol 3.1 M + sucrose 0.25 M +
50 % L15, T3 - DMSO 0.7M + sucrose 0.25 M + 50% L15, T4 - DMSO 1.3 M +
sucrose 0.25 M + 50% L15, T5 -methanol 1.6 M + sucrose 0.25 M + Hank, T6 -
methanol 3.1 M + sucrose 0,25M + Hank, T7 -DMSO 0.7 M + sucrose 0.25 M + Hank,
T8 - DMSO 1.3 M + sucrose 0.25 M + Hank. The embryos frozen at -13°C were
distributed in eight cryoprotectant solutions: T1 - methanol 3.1M + 0.15M PVP + Hank,
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T2 - methanol 3.1 M + PVP 0.3 M + Hank, T3 - methanol 3.1 M + PVP 0,45M + Hank,
T4 - methanol 3.1 M + PVP 0.6 M + Hank, T5 -methanol 3.1 M + sucrose 0.45 M +
Hank, T6 - methanol 3.1 M + sucrose 0.63 M + Hank, T7 - methanol 3.1 M + sucrose
0.81 M + Hank, T8 - methanol 3.1 M + sucrose 1.0 M + Hank. Embryos frozen in liquid
nitrogen were distributed in four cryoprotectant solutions: T1 - methanol 3.1 M +
sucrose 0.45 M + Hank, T2 - methanol 3.1 M + sucrose 0.63 M + Hank, T3 - methanol
3.1 M + sucrose 0.81M + Hank, T4 - methanol 3.1 M + sucrose 1.0 M + Hank. For
morphological analysis oocytes and embryos were processed in historesin and oocytes
for scanning electron microscopy technique. For oocytes of P. brachypomus kept at
room temperature and fertilized treatments that showed embryo development were T5
(methanol 1.5 M, sucrose 0.25 M solution and Hank), 17.3% and T7 (DMSO 0.7 M,
sucrose 0.25 M and Hank) 1.8%. In fertilization of oocytes subjected to slow freezing
curve there was not embryo development after fertilization. In the morphological
analysis it was found that the oocytes of P. brachypomus when subjected to slow
freezing in extender solution with methanol 1.6 M + sucrose 0.25 M + solution hank
(T5) showed a full zona radiata with regular contour. From embryos that were
underwent freezing at -13°C in T5, 15.3% developed and was significantly higher than
in T6 (4.6%), T3 (1.5%), T7 (1.8%) and T8 (1.9%) and there was also embryo
development. In other treatments, all embryos subjected to cryoprotectant solutions at a
temperature of -13°C and embryos subjected to treatments in liquid nitrogen resulted in
dead embryos. No treatment with oocysts of C. macropomum and oocytes and embryos
of P. brachypomus provided maintenance of fertilizing capacity after freezing.

Key words: freezing, embryonic injuries, pirapitinga, tambaqui.
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INTRODUCAO

1.1 Situacgéo da piscicultura mundial e brasileira: peixes redondos

A aquicultura continental nacional é o setor de producdo de alimentos de origem
animal com crescimento mais elevado no Brasil, chegando a 544.490t no ano de 2011, o
que representa aumento de 38,1% em relacdo a producdo de 2010 (MPA, 2013). A
producdo de peixes redondos (género Piaractus e Colossoma e seus hibridos)
corresponde a 38% da quantidade de peixes nativos cultivados (IBAMA, 2007).

O crescimento na producdo de peixes tem refletido no interesse de inumeras
atividades acerca do planejamento da atividade de piscicultura, na area de
biotecnologia, que por inumeras vezes sdo utilizados no desenvolvimento de atividades
relacionadas a piscicultura. A criopreservacdo é considerada uma poderosa ferramenta
para viabilizar, inclusive programas de melhoramento genético (cruciais para o
desenvolvimento zootécnico das espécies), além da preservacdo da diversidade de
espécies e na aquicultura (Guan et al., 2008). Uma das vantagens da utilizacdo de
criobancos de genes vivos diz respeito que parte da representacdo genética dos
reprodutores pode ser estocada para ser utilizada posteriormente, no momento que for
de interesse, para pesquisa ou conservacao e preservacdo da biodiversidade genética dos
recursos aquaticos (Rana, 1995).

A criopreservacdo de germoplasma inclui a preservacdo de sémen, o0citos e
embrides e pode auxiliar a conservacdo ex situ, preservando 0s genomas de espécies
ameacadas ou em extin¢do, podendo permitir a existéncia de popula¢des no futuro (Tsai
e Lin, 2012), dos recursos genéticos, para aplicagdo comercial, possibilitando o
transporte de material genético entre longas distancias, sem necessitar do deslocamento
dispendioso e estressante de matrizes, bem como na aquicultura em geral (Leverone
Calvi e Maisse, 1998; Tsai et al., 2009).



Muito embora ainda ndo tenha ocorrido sucesso na criopreservacdo de odcitos e
embrides de peixes, a atual necessidade de preservacdo genética de gametas maternos e
embrides tem incentivado a busca por protocolos de criopreservacao efetivos (Zhang e
Rawson, 2007; Robles et al., 2009).

1.2 Espécies

1.2.1 Colossoma macropomum

O tambaqui, Colossoma macropomum (Cuvier,1818), pertence a familia
Characidae e ocorre naturalmente nas bacias do rio Amazonas e rio Orinoco, e vive em
aguas ricas em nutrientes, com temperatura entre 25 e 34°C (Aradjo-Lima e Gomes,
2005). E uma espécie reofilica e seu periodo reprodutivo ocorre na época das chuvas,
entre outubro e marco (Ventueri e Bernardino, 1999). E considerado o segundo maior
peixe de escamas da bacia Amazodnica, podendo atingir 30 quilos, segundo registros na
natureza (Kubitza, 2004).

A producdo brasileira de C. macropomum no ano de 2011 foi de 111.084,1
toneladas, que equivale a 20,4% da producao total da aquicultura continental. Com um
grande potencial para a aquicultura, o C. macropomum se destaca dentre 0s grupos de
espécies mais cultivadas no Brasil, em virtude de sua textura e sabor da carne, sendo a
principal espécie de peixe cultivada na regido Norte (Cartonilho e Jesus, 2011), e sendo
cultivada em 90% dos estados brasileiros (Lopera-Barrero et al., 2011). A partir de suas
qualidades zootécnicas, a espécie foi escolhida para iniciar um programa de
melhoramento genético no Brasil (Resende et al., 2010), bem como estudos de
criopreservacao de sémen e qualidade dos gametas (Galo, 2013).

1.2.2 Piaractus brachypomus

Piaractus brachypomus (Cuvier, 1818), conhecida como pirapitinga e pertencente a
familia Characidae, é uma espécie nativa da América do Sul, com distribui¢cdo nos rios
Solimdes-Amazonas, Orinoco e seus respectivos afluentes. Espécie migradora, seu
periodo reprodutivo se inicia pouco antes da época das chuvas e sua desova é total
(Vasquez-Torres, 2005). E considerada a terceira maior espécie de escamas da
Amazonia, podendo atingir 20 quilos (Kubitza, 2004).



E uma espécie muito apreciada e cultivada na Coldmbia, sendo considerada uma
espécie de alto potencial produtivo e comercial na piscicultura extensiva, semi-intensiva
e intensiva da América Tropical (Suarez et al., 2008). A producdo brasileira de P.
brachypomus no ano de 2011 foi de 9.858,7 toneladas, equivalendo a 2% da producao
total da aquicultura continental. E cultivada em regides de altas temperaturas e bastante
utilizada em cruzamento com fémea de Colossoma macropomum para obtengdo do

hibrido tambatinga.

1.3 Odcitos e embrides de peixes

Em teleosteos, os odcitos possuem uma area especializada chamada de micropila,
que € caracterizada como uma depressdo na zona radiata (Ganeco e Nakaghi, 2003) e
considerada um canal Unico que faz a conexao entre 0 meio externo e interno do odcito,
que estd ligado a superficie do polo animal, permitindo a fertilizacdo pelo
espermatozoide (Zelazowska, 2010).

A figura 1 representa um odcito de teledsteo neotropical, no momento da extruséo,
com vitelo coalescido na regido do polo vegetativo, e integro na regido do polo animal,
e concentracdo do citoplasma nessa regido. A camada que envolve o o6cito é chamada

de zona radiata, ou também de cérion (Freire Brasil et al., 2003).
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Figura 1. Fotomicrografia de oocito de Prochilodus lineatus recém-extrusado, corado

com azul de toluidina/fucsina basica, aumento de 40X (Adaptado de Freire Brasil et al.,
2003).




A morfologia da micrdpila, bem como o arranjo dos poros ou canais da zona
radiata sdo caracteristicas espécie-especificas que podem ser observadas na superficie
de odcitos recem-desovados (Riehl, 1993).

A Figura 2 representa um embrido e estruturas extraembrionarias de teledsteo
evidenciando os principais compartimentos: corion, blastoderme, camada sincicial

vitelinica e vitelo.
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Figura 2. Imagem de um embrido de teledsteo, evidenciando seus principais
compartimentos (Adaptado de Hagedorn et al., 1997).

Os ovos de teledsteos, inclusive do C. macropomum e P. brachypomus sao
telolécitos, pelo fato do vitelo estar concentrado no polo vegetativo, com citoplasma e
suas organelas localizadas no polo animal. Além disso, é visivel a diferenca entre os
dois polos animal e vegetal, apds o processo de hidratacdo dos mesmos (Kimmel et al.,
1995; Ribeiro et al., 1995).

A clivagem dos ovos de C. macropomum e P. brachypomus € do tipo meroblastica
ou parcial, ocorrendo apenas no polo animal. Essa clivagem também ¢ tipica dos ovos
de peixes como Brycon orbignyanus (Ganeco e Nakaghi, 2003), Piaractus

mesopotamicus e seu hibrido (Ribeiro et al., 1995).



1.4 Criopreservacao

O processo de criopreservacdo consiste na conservacdo do material bioldgico em
temperaturas ultrabaixas, com a finalidade de suspender o metabolismo e manter as
células viadveis por um periodo de estocagem indeterminado, possibilitando a utilizacdo
posterior, assim continuando seu desenvolvimento, sem a perda da sua viabilidade
(Pegg, 2007).

A conservacdo de gametas e embrides de peixes € um valioso recurso para a
administracdo de programas reprodutivos e para a preservacao de estoques genéticos de
espécies que possam estar em risco de extin¢do (Komrakova e Holtz, 2009). O sucesso
da criopreservacdo de gametas de peixes pode beneficiar o fornecimento e banco de
germoplasma global, a aquicultura, os recursos de conservacdo aquatica e as pesquisas
cientificas (Liu et al., 2001; Cabrita et al., 2003).

Uma das aplicacbes da criopreservacdo é a disseminacdao de individuos de alto
valor genético e grande produtividade (Wu et al., 2006), aléem de preservacdo do
material genético de animais ameacados de extincdo (Wanderley et al., 2012). Nos
ultimos anos, tem-se aumentado a necessidade da conservacdo de gametas, para gestao
de reprodutores e programas de melhoramento genético. Segundo Robles et al. (2009), a
criopreservacao de embriGes pode representar a melhor opcdo para a conservacao de
germoplasma materno e paterno.

Hé& décadas se tem buscado protocolos que obtivessem sucesso na criopreservacao
de odcitos e embrides. O primeiro acontecimento foi registrado em 1977 por
Whittingham, verificando que ndo houve perda na viabilidade de embrifes de rato com
oito células, apds ficarem armazenados por quatro anos em nitrogénio liquido (-196°C).

Em estudo com Brachydanio rerio, Harvey (1983) comparou a sobrevivéncia de
embrides apos resfriamento e embrifes que tiveram formagdo de gelo intracelular
durante o processo de resfriamento, e constatou que essa formacdo de gelo é,
provavelmente, o principal fator de limitacdo da sobrevivéncia dos embrides. Assim, a
prevencdo da formacdo de cristais de gelo nas células ou tecidos é necessaria para o
sucesso na criopreservacao e sobrevivéncia dos o0citos e embrides.

Em um estudo de resfriamento (-8°C por seis horas) de embribes de Colossoma
macropomum em que foram testados metanol, glicerol, etilenoglicol e DMSO em
concentracdes de 10%, associados a duas concentracOes de sacarose (8,5 e 17%),
Fornari (2012) verificou que a solucdo crioprotetora que proporcionou a maior taxa de



sobrevivéncia dos embrifes apoOs incubacdo foi de 10% metanol associado a 17%
sacarose.

A tecnologia da criopreservacao pode ser realizada por diferentes métodos, entre
eles estdo a congelacdo a temperaturas proximas a 0°C, também chamado de
resfriamento (Lopes et al., 2011), que interrompe o0 metabolismo da célula viva, e
conserva 0 material por um determinado periodo de tempo. Outro método utilizado € a
congelacdo lenta (Tsai et al., 2009), no qual o material biolégico € conservado em
nitrogénio liquido (-196°C) interrompendo o metabolismo da célula viva, e a
viabilizando por tempo indeterminado.

No método de congelacdo lenta, as células sdo expostas a baixas concentracdes de
crioprotetores por até uma hora e submetidos ao congelador programavel estabilizado
na temperatura de -5°C. Seguidamente se realiza a cristalizacdo manual com objeto
metalico, congelado em nitrogénio liquido e resfriando lentamente (0,5°C/min) até -
32°C, para em seguida serem transferidas para o botijao de nitrogénio liquido (-196°C).

Cada tipo de célula, embrides ou od6citos, possui uma permeabilidade celular,
sugerindo que o procedimento de criopreservacdo para diferentes células deve ser
realizado individualmente. Quando as células sdo expostas a agua e crioprotetores,
ocorre um fluxo desses constituintes entre as membranas celulares, para isso, essas
membranas precisam ser permeaveis a essas solucdes (Hagedorn et al., 1997). Outro
fator importante ¢é a taxa de congelacdo 6tima, pois se a taxa de congelacdo for muito
rapida, pode ndo haver tempo suficiente para a desidratacdo celular, o que causaria um
congelamento celular e consequentemente lise da célula pela formacdo de gelo
intracelular. Por outro lado, se a taxa de congelacdo for muito lenta, pode haver uma
excessiva desidratacdo celular, o que causaria danos irreparaveis nos odcitos e embrides
(Mazur, 1963; 1984; Rall, 1992).

1.4.1 Avaliacao da sensibilidade oocitaria

As funcbes bioldgicas dos tecidos podem ser influenciadas pelo estresse quimico,
mecanico e térmico. Apesar da preservacdo dos tecidos a temperatura de -196°C ser
supostamente ilimitada, as fases de congelacdo e descongelacdo podem ser nocivas as
células (Bakhach, 2009), além da toxicidade das solugdes crioprotetoras utilizadas. Em
temperaturas proximas de 0°C, os embrides de peixes sdo susceptiveis as crioinjarias em
razdo da formacédo de cristais de gelo e por consequéncia rompimento das membranas
celulares (Adams et al., 2003).



A sensibilidade dos o6citos e embrides a baixas temperaturas € especifica para cada
espécie e em diferentes tipos de células (Zhang et al., 2003; Valdez et al., 2005). A
avaliacdo dos danos causados pela criopreservacgéo é de grande relevancia, pois pode ser
utilizada para caracterizar a intensidade das lesdes celulares, que podem incapacitar as
células de superarem os danos e perderem sua viabilidade (Carvalho et al., 2012).

A qualidade do oocito e embrido antes de serem submetidos ao processo de
congelacdo pode influenciar o sucesso da criopreservacdo. A qualidade dos odcitos de
peixes pode ser definida como sua capacidade de serem fertilizados e se desenvolverem
em embrides normais (Bobe e Labbé, 2010). Assim, a avaliacdo da taxa de eclosédo dos
embrides é um dos indicativos de qualidade dos odcitos que pode ser utilizado apos a
criopreservacao. Pela sua menor dimensdo e sensibilidade a baixas temperaturas e a
toxicidade das solugcbes crioprotetoras, além da auséncia de corion integralmente
formado (o que pode torna-los mais permedveis a agua e solutos) os odcitos de peixes
possuem algumas vantagens em relacdo a outras espécies, especialmente nas fases
iniciais de desenvolvimento (Zhang e Rawson, 2007; Tsai e Lin, 2012). Isayeva et al.
(2004) indicaram que a sensibilidade dos odcitos de zebrafish ao resfriamento pode ser
um dos fatores limitantes do sucesso no desenvolvimento de um protocolo de
criopreservacdo, pois conforme se reduz a temperatura € também reduzida a
sobrevivéncia dos 00citos.

Até o momento ndo hé relato de sucesso na congelacdo de odcitos de peixes. Uma
das explicacOes para esse insucesso se deve ao fato da area de superficie do odcito ser
bem menor que seu volume, e faz com que a taxa de troca de &gua e crioprotetor seja
reduzida (Tsai e Lin, 2012). Do mesmo modo que na criopreservacdo de odcitos, na
criopreservacao de embrides de peixes também ndo foi possivel a obtencdo de sucesso.
Alguns autores indicam que esse insucesso se deve a morfologia do embrido, além de
serem considerados grandes, possuem um complexo sistema de multicompartimentos,
elevado teor de &gua, alta sensibilidade a baixa temperatura, grande quantidade de vitelo
e baixa permeabilidade de membrana (Robles et al., 2004), somam-se a esses fatos as
diferentes propriedades osméticas dos compartimentos embrionarios (Hagedorn et al.,
1998). O resfriamento de embribes de peixes, como o pacu, é possivel segundo alguns
estudos, e 0s mesmos autores indicam que o estaddio de fechamento do blastoporo
parece ser 0 menos sensivel ao resfriamento (Streit Junior et al., 2007; Lopes et al.,
2011).



De modo geral, as células podem suportar o armazenamento em baixas
temperaturas (como -196°C) por varios anos, o desafio é determinar como passar pelo
resfriamento e pelo retorno as condi¢des fisioldgicas normais, sem provocar a
inviabilidade da mesma (L. et al., 2009).

1.4.2 Solugdes crioprotetoras

Hagedorn e Kleinhans (2000) sugeriram que para 0 sucesso da criopreservacdo de
embrides, a célula deve ter &gua osmoticamente ativa e um crioprotetor apropriado deve
penetrar na célula, considerando que as fungfes bésicas de um bom crioprotetor s&o:
ndo ser tdxico, ajudar na estabilidade das membranas e reduzir a formagao intracelular
de cristais de gelo. Para reduzir os danos toxicos e osmoticos ocorridos durante o
processo de congelacdo e descongelacdo, preconiza-se 0 uso de crioprotetores menos
toxicos e da combinacdo entre eles, permitindo que a concentracdo do crioprotetor seja
reduzida (Green, 2005). A classificagdo dos crioprotetores esta baseada em sua
capacidade de permear as membranas celulares, sendo denominados de internos ou
externos.

Os crioprotetores internos ou penetrantes como o metanol, dimetilsulféxido
(DMSO0), etilenoglicol, glicerol, entre outros, geralmente sdo de baixo peso molecular e
permeiam as células mais facilmente retirando a dgua, sendo responsaveis por proteger
as organelas das células durante o resfriamento e reaquecimento. Crioprotetores
externos ou ndo penetrantes como a sacarose, frutose, trealose e polivinilpirrolidona
(PVP) geralmente sdo moléculas de alto peso molecular e normalmente ndo penetram a
membrana durante um curto intervalo de exposi¢cdo, e sdo responsaveis por reduzir a
formacdo de gelo, facilitar a desidratacdo e proteger a membrana celular (Niemann,
1991; Denniston et al., 2000).

O metanol, crioprotetor de maior permeabilidade intracelular e menor toxidez em
diferentes espécies de peixes, tem estimulado a realizacdo de diversos estudos na
criopreservacao de embrides de peixes (Zhang e Rawson, 1995; Ahammad et al., 1998;
Streit Junior et al., 2007). J4 o DMSO possui caracteristicas importantes, como baixo
peso molecular e elevada permeabilidade celular, mas pode causar danos por choque
osmotico e toxidez (He e Woods 111, 2003). Independente do crioprotetor, Leibo (1984)
sugeriu que a sacarose é capaz de regular a velocidade de entrada e de saida do
crioprotetor interno em embrifes bovinos, mantendo a concentracdo constante do meio

extracelular e evitando desse modo o choque osmadtico.



Quanto a utilizacdo de crioprotetores externos, os resultados obtidos por inimeros
pesquisadores sugerem ser imprescindivel a sua utilizacdo. Tradicionalmente nos
protocolos com embrides de peixes como 0 pacu, a sacarose tem sido altamente
eficiente, como registraram, Streit Junior et al. (2007), Digmayer (2010) e Lopes et al.
(2011). A sacarose e a frutose atuam no aumento da pressdo osmoética, provocando a
desidratacdo celular e consequente reducdo na formacdo de gelo intracelular (Silva e
Guerra, 2011). Leite et al. (2011) verificaram que a utilizacdo da frutose na composicao
da solucdo proporcionou melhor resultado na motilidade espermatica do sémen bovino
congelado. Ja a polivinilpirrolidona (PVP) é uma macromolécula de polimero sintético,
efetiva na congelacdo de embrides (Leibo e Oda, 1993). Também tem sido mais efetiva
na taxa de eclosdo de embribes de Scophthalmus maximus apos exposi¢do em solucdes
contendo PVP (Cabrita et al., 2003).

Independente do crioprotetor utilizado a combinagdo de crioprotetores internos e
externos na criopreservacdo de sémen (Streit Junior et al., 2009, Galo et al., 2011) e
resfriamento de embrides (Streit Junior et al., 2007; Fornari et al., 2011; Lopes et al.,
2011), tem sido realizada com sucesso em diferentes espécies.

Devido a toxicidade quimica dos crioprotetores, a concentracdo utilizada é de
extrema importancia no processo de criopreservacdo, se for muito alta, pode causar
danos as células. Além da concentracdo, o tempo de exposicdo da célula ao crioprotetor
pode interferir em sua viabilidade (Vajta et al., 1998). As rapidas taxas de resfriamento
podem diminuir as injurias celulares, através da passagem direta pela zona de risco do

resfriamento, que esta entre 15°C e -5°C (Martino et al. 1996).
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OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a viabilidade de criopreservacdo de odcitos de Colossoma macropomum
apos exposicdo a solucbes crioprotetoras, mantidos em temperatura ambiente e apds
congelagéo lenta (nitrogénio liquido).

Avaliar a viabilidade de criopreservacdo de o6citos de Piaractus brachypomus
apos exposicdo a solucdes crioprotetoras, mantidos em temperatura ambiente e apos a
congelacao lenta (nitrogénio liquido).

Avaliar a viabilidade de criopreservacdo de embrifes de P. brachypomus apos
exposicdo a diferentes solugdes crioprotetoras, e submetidos ao resfriamento de -13°C

por oito horas e congelacdo lenta (nitrogénio liquido).



CAPITULO II



Solucdes crioprotetoras para odcitos de Colossoma macropomum

Cryoprotectant solutions for oocytes of Colossoma macropomum

Resumo: Foi avaliada a viabilidade dos odcitos de Colossoma macropomum expostos ao
metanol, associado a duas concentracdes de crioprotetor externo, em temperatura
ambiente e congelacdo lenta. Os oocitos foram distribuidos em sete tratamentos e
mantidos em solugdes crioprotetoras por 20 minutos, em temperatura ambiente,
fertilizados e levados as incubadoras. Uma segunda parcela dos odcitos foi submetida a
congelagdo lenta, mantido em nitrogénio liquido, descongelado, sendo parte fixada e
outra parte fertilizada e levada as incubadoras. A probabilidade de ocorrer sobrevivéncia
dos odcitos submetidos ao T1 em temperatura ambiente foi maior (15,8%). Quanto a
sobrevivéncia depois de eclodidas as larvas, ndo houve diferenca entre os tratamentos.
Na fertilizacdo dos odcitos que passaram pela congelacdo lenta ndo foi obtida ecloséo
das larvas. Foi verificada preservacdo morfolégica nos Tl e T2 cuja solugdo
crioprotetora continha metanol 1,6M e sacarose 0,25 e 0,50M, respectivamente. A
solucéo crioprotetora contendo metanol 1,6M associado com 0,25M sacarose foi a de
menor toxidez para os odcitos de C. macropomum.

Palavras-chave: Crioinjdrias, criopreservacdo, metanol, gameta feminino.

Abstract: The aim of this study was to evaluate the viability of oocytes of C.
macropomum exposed to methanol, associated with two different cryoprotectants
external concentrations, at room temperature and slow freezing. Oocytes were divided
into seven treatments and kept in cryoprotectant solutions for 20 minutes at room
temperature, fertilized and taken to incubators. A second portion of the oocytes were
underwent to slow freezing, stored in liquid nitrogen, thawed, and a part was fixed
while the other was fertilized and kept in incubators. The survival probability of oocytes
subjected to treatment 1 (1.6 M methanol and 0.25 M sucrose) at room temperature was
higher (15.8%). As for survival after hatched larvae, there was no difference between
treatments. In the fertilization of oocytes that passed by slow freezing there was not
hatching. Morphological preservation was observed in treatments 1 and 2 with a
cryoprotectant solution containing methanol 1.6 M and sucrose 0.25 and 0.50 M,
respectively. In conclusion, the methanol solution containing 1.6 M cryoprotectant
associated with 0.25M sucrose was the least toxicity to the oocyte of C. macropomum.
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Key words: Chilling injury, cryopreservation, methanol, female gamete.

Introducéo

Nos ultimos anos, a criopreservacao € considerada uma ferramenta importante na
viabilizacdo de programas de melhoramento genético de peixes, devido o aumento do
interesse nestes programas (Tiersch, 2008). Através da utilizacdo de criobancos de
genes vivos, uma boa parte da representacdo genética dos reprodutores pode ser
estocada para ser utilizada posteriormente (Rana, 1995).

Muito embora ainda ndo ocorra sucesso na criopreservacao de odcitos e embribes
de peixes, a atual necessidade de preservacdo genética de gametas maternos tem
incentivado a busca por protocolos de criopreservacdo efetivos (Zhang & Rawson,
2007; Robles et al., 2009). A opcdo na criopreservacdo de odcitos de peixes tem como
vantagem, selecdo do sémen no momento da descongelacdo, em que a escolha do
contribuinte paterno ocorre ap6s a conservacdo (Zhang & Rawson, 2007), além da
liberdade de se produzir alevinos no periodo de interesse, pelo sucesso dos protocolos
de congelacdo de sémen.

Para reduzir os danos toxicos e osmoticos ocorridos durante o processo de
congelacdo e descongelacdo, preconiza-se o uso de crioprotetores menos toxicos e da
combinacéo entre eles (Green, 2005). Os crioprotetores séo classificados em dois tipos,
baseado na sua habilidade de permear as membranas celulares. Crioprotetores internos
ou penetrantes sdo compostos de baixo peso molecular, que permeiam as células mais
facilmente retirando a agua, e capacitando a célula para suportar a reducdo na
temperatura, ex. metanol, dimetilsulfoxido (DMSO), glicerol, entre outros. Os
crioprotetores externos ou ndo penetrantes sao moléculas de alto peso molecular como a
sacarose, frutose, trealose e geralmente ndo penetram a membrana durante um curto
intervalo de exposicdo sendo responsaveis por reduzir a formacédo de gelo, facilitando a
desidratacéo e protegendo a membrana celular (Niemann, 1991; Denniston et al., 2000).

Pelo seu menor tamanho, menor sensibilidade a baixas temperaturas e a toxicidade
das solucdes crioprotetoras, além de apresentar maior permeabilidade de membrana, 0s
oocitos de peixes possuem algumas vantagens em relacdo a outras espécies,

especialmente nas fases iniciais de desenvolvimento. Mas, é preciso submeté-los a
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ovulacéo in vitro, maturacéo e fertilizacdo ap0s a criopreservagédo, tornando o protocolo
minucioso (Zhang & Rawson, 2007).

Né&o se tem relato de nenhum trabalho com odcitos de C. macropomum, apenas um
estudo indicou que a solucdo crioprotetora que proporcionou maior taxa de
sobrevivéncia aos embriGes de C. macropomum apds resfriamento e incubacdo foi a
solugéo com 10% de metanol e 17% de sacarose (Fornari, 2012).

O tambaqui, Colossoma macropomum (Cuvier, 1818), ocorre naturalmente nas
bacias do rio Amazonas e rio Orinoco, e vive em aguas ricas em nutrientes com
temperatura entre 25 e 34°C (Araujo-Lima e Gomes, 2005). Com um grande potencial
para a aquicultura, a espécie se destaca dentre os grupos de peixes nativos cultivados no
Brasil, pela sua textura e sabor da carne, sendo a principal espécie de peixe cultivada na
regido Norte (Cartonilho e Jesus, 2011). A partir de suas qualidades zootécnicas, a
espécie foi escolhida para iniciar um programa de melhoramento genético no Brasil
(Resende et al., 2010). Todavia, apesar de todas as virtudes zootécnicas da principal
espécie nativa produzida no Brasil, o C. macropomum possui uma limitagéo relacionada
a sua estratégia reprodutiva. Por se tratar de uma espécie reofilica e seu periodo
reprodutivo ocorrer na época das chuvas, entre outubro e marco (Ventueri e Bernardino,
1999), este fator limita a oferta anual de alevinos, sendo necessario o desenvolvimento
de biotecnologias que permitam solucionar essa demanda.

O objetivo do estudo foi avaliar a viabilidade dos odcitos de C. macropomum
expostos ao metanol, associado com diferentes crioprotetores externos, em temperatura

ambiente e ap6s congelacao lenta.

Material e Métodos

Origem dos odcitos utilizados no estudo

Duas fémeas, com peso médio de 6,45+ 1,15kg, de C. macropomum foram
induzidas com extrato de hipdfise e oitocentos e dez odcitos (405 de cada animal) foram
selecionados apos a extrusdo, homogeneizados e em seguida colocados em solucéo de

Hank (Cultilab®) (Isayeva et al., 2004) para manutencéo da viabilidade in vitro.

Experimento 1. Avalia¢ao dos odcitos nas solugfes crioprotetoras
Os od6citos foram distribuidos em sete tratamentos (Tab. 1) considerando a

composicao das solucBes crioprotetoras (seis) e um controle (odcitos para controle de
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eclosdo). Em cada um dos tratamentos foram utilizados 90 odcitos, sendo distribuidos
em trés repetices com 30 odcitos, totalizando nesta etapa 630 oocitos. As solucdes
crioprotetoras foram elaboradas com base em trabalhos realizados por Streit Junior et al.
2007 e Digmayer (2010).

Tabela 1. Molaridade dos crioprotetores interno (metanol) e externos (sacarose, trealose
e frutose) das solugdes crioprotetoras para odcitos de C. macropomum.

Solugdes crioprotetoras Metanol Sacarose Trealose Frutose
1 1,6 0,25 - -
2 1,6 0,5 - -
3 1,6 - 0,25 -
4 1,6 - 0,5 -
5 1,6 - - 0,25
6 1,6 - - 0,5

Controle de eclosdo - - - .

Os odcitos foram mantidos em solugdes crioprotetoras no tempo proposto de 20
minutos, em temperatura ambiente (30°C). Apds esse periodo, fertilizou-se os odcitos de
cada tratamento com 30 pl de sémen fresco, apresentando parédmetros de 100:5 de
motilidade progressiva e vigor espermatico, respectivamente, obtido a partir de um
unico macho evitando efeito do individuo. Os ovos foram mantidos em incubadoras
experimentais e permaneceram por 12 horas, at¢ o0 momento da eclosdo das larvas. A
validacdo dos resultados nesta etapa foram as quantificacdes dos embrides mortos (néo
se desenvolveram), embrides desenvolvidos (identificados a partir do estadio de cauda

solta) e larvas vivas (que eclodiram efetivamente).

Experimento 2. Avaliacao dos odcitos submetidos a congelacao lenta

Apbds os 20 minutos dos odcitos terem sido submetidos nas seis solucBes
crioprotetoras relacionadas no Experimento 1, estes foram envasados em palhetas de 0,5
ml e levados ao congelador programéavel Dominium K (Biocom®), para avaliacdo da
efetividade das solucgdes sob baixas temperaturas. A temperatura de -7°C foi realizado o
seeding e a curva de congelagéo utilizada foi de 1,0°C/minuto. Ao final da congelagéo
as palhetas foram transferidas para o botijao de nitrogénio liquido (-196°C). Decorrido o
tempo proposto de criopreservacdo de um més, descongelou-se os odcitos (de todos

tratamentos) em banho-maria de 30°C por aproximadamente 15 segundos, e fertilizou-
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se com sémen congelado, com parametros de 25:2 de motilidade progressiva e vigor
espermatico, respectivamente, pois ndo havia disponibilidade de sémen fresco. Em
seguida os ovos foram mantidos em incubadoras experimentais para verificar possivel

desenvolvimento embrionario.

Analise morfoldgica

Para verificacdo dos danos provocados nos odcitos, no momento da descongelacéo,
fixou-se o material em solucdo de glutaraldeido 2,5%, utilizando o tampdo fosfato de
sodio 0,1M, pH 7,2, para analise morfoldgica (Perini et al., 2013) dos tratamentos em
que foi obtida a melhor resposta de sensibilidade dos embribes as solugdes
crioprotetoras em temperatura ambiente (Experimento 1).

Para o processamento histologico, os odcitos de cada amostra foram transferidos
para alcool 70%. Posteriormente foram desidratados em &lcool 80, 90, 95, 100% e em
seguida com solucdo de infiltracdo (resina com ativador) na proporcgdo de 1:1, estocados
overnight a 4°C, em solucdo de infiltracdo. Apds este periodo o material foi incluso em
formas especificas com solucdo para inclusdo (solucao de infiltracdo com endurecedor)
e os blocos obtidos permaneceram em estufa a 37°C/10 dias para secagem. Os blocos
foram entdo, submetidos a microtomia para obtencdo de cortes seriados de 2 um de
espessura (microtomo Leica RM2245®), colocados sobre l1aminas de vidro, e corados
pelo método de hematoxilina-floxina (Tolosa et al., 2003). As imagens foram
capturadas em microscopio de luz (Olympus BX 41®) acoplado com camara de alta
resolucdo, através do programa Q Capture Pro 51.

Para o processamento em microscopia eletrénica de varredura (MEV), as amostras
foram lavadas e pos-fixadas em tetroxido de 6smio 1%/4 horas, novamente lavadas em
tampdo e submetidas a desidratacdo em série crescente de etanol. A secagem do
material foi obtida ao ponto critico com liquido CO, e as pe¢as montadas em suporte
para, em seguida, serem metalizadas com ouro-paladio. Os o6citos foram examinados e

eletromicrografados em Microscopio Eletrénico de Varredura JSM — 5410 (JEOL®).

Analise estatistica

Avaliou-se a existéncia de diferencas estatisticas entre os tratamentos, por meio da
metodologia de modelos lineares generalizados. Para tanto, estimou-se as
probabilidades de embrides mortos e desenvolvidos e larvas vivas ap6s a eclosdo para

cada tratamento e se comparou estas, por meio do teste de qui-quadrado implementado
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no Proc GENMOD do SAS. No processo de estimacdo, utilizou-se a funcdo ligacdo
logit considerando que os residuos que apresentaram distribuicdo binomial. Foram
testados os contrastes entre sacarose versus trealose (C1), sacarose versus frutose (C2) e

trealose versus frutose (C3).

Resultados

Experimento 1. Avaliacdo dos o0citos nas solucdes crioprotetoras
Na figura 1, estd representado o aspecto morfolégico dos embrides mortos (A),
desenvolvidos (B) e larvas vivas (que eclodiram) (C), obtidos a partir do experimento

de avaliacdo da sensibilidade as solugdes crioprotetoras.

Figura 1. Embrido morto (A), desenvolvido (B) e larva viva (C) de C. macropomum,
ap6s a avaliagdo da sensibilidade em temperatura ambiente. Imagem obtida em
estereomicroscopio com aumento de 20X.

Analisando as larvas que estavam vivas apés a eclosdo, em todos os tratamentos
houve diferenca (P<0,05) em relacdo ao controle. A probabilidade de ocorrer

sobrevivéncia dos 00citos submetidos ao tratamento 1 (metanol 1,6M e sacarose 0,25M)
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em temperatura ambiente foi maior (15,8%). Por outro lado, quando se testou o
tratamento 6 (metanol 1,6M + frutose 0,5M), a resposta foi de apenas 4% de viabilidade
dos embrides. Quanto a sobrevivéncia depois de eclodidas as larvas, ndo houve

diferenca entre os tratamentos (Tab. 2).

Tabela 2. Percentual de embriGes mortos, desenvolvidos e larvas vivas ap6s a eclosdo
de embrides provenientes dos diferentes tratamentos de sensibilidade dos odcitos de C.
macropomum a solugdes crioprotetoras em temperatura ambiente (30°C).

Embrides (%) Larvas vivas apoés a ecloséo,
Tratamentos ) proveniente dos embrides
Mortos Desenvolvidos desenvolvidos (%)
1 84,2° 15,8" 66,7
2 89,8 10,20 66,7"
3 87,9% 12,1 53,9
4 93,4 6,6% 57,1°
5 93,5 6,5™ 74,9
6 96,0° 4,0° 74,9
7 4,0° 96,0 97,9°

* colunas com diferentes letras sobrescritas apresentam diferenca estatistica (p<0,05).

Os contrastes testados (Tab. 3) entre os diferentes crioprotetores extracelulares
houve diferenca (P<0,05) entre os acucares, sacarose versus frutose, em que 0s
embrides desenvolvidos em sacarose foi melhor que a frutose. Quanto ao contraste
sacarose versus trealose, e trealose versus frutose ndo ocorreu diferenca (P>0,05) para
embrides desenvolvidos. Nenhum dos contrastes para a porcentagem de larvas vivas

apos a eclosao ocorreu diferenca (P>0,05) entre os crioprotetores externos.

Tabela 3. Contrastes testados entre sacarose vs trealose (C1), sacarose vs frutose (C2) e
trealose vs frutose (C3) nos diferentes tratamentos de sensibilidade dos odcitos de C.
macropomum as solucdes crioprotetoras em temperatura ambiente (30°C).

Contrastes testados Embrides desenvolvidos (%) Larvas vivas ap0s a eclosdo (%)

Cl1l 0,2234™ 1,4509 ™
C2 0,0054* 0,6139™
C3 0,1207"™ 0,2881"™

*os contrastes diferenciam entre si a P<0,05. ™ ndo significativo.

Experimento 2. Avaliacdo dos o0citos submetidos a congelagéo lenta
Na fertilizacdo dos odcitos que passaram pelo processo de congelacdo lenta ndo foi

obtida eclosdo das larvas. Em todos os tratamentos, aproximadamente uma hora depois
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dos odcitos descongelados terem sido fertilizados e depositados nas incubadoras,
verificou-se que todo material bioldgico resultante ndo suportou o processo de
hidratacdo e se desfizeram.

Dentre os tratamentos avaliados, constatou-se a preservacdo morfologica nos
tratamentos 1 e 2 cuja solucdo crioprotetora continha metanol (1,6M) e sacarose 0,25 e
0,50M, respectivamente. No grupo trés (metanol 1,6M e trealose 0,25M) foi observada
irregularidade na distribuicdo dos granulos de vitelo, ficando condensados em um lado
do odcito.

Na morfologia dos odcitos de C. macropomum submetidos a congelacdo lenta com
solugdo crioprotetora de metanol 1,6M e sacarose 0,25M, foi possivel observar alguns
detalhes que caracterizam 0s processos relacionados a baixa temperatura. Os 00citos
apresentaram regularidade na forma (Fig. 2A), sendo preenchido com granulos de vitelo
heterogéneos no tamanho, e caracteristica tintoral indicando diferentes fases de
maturacdo (Fig. 2B). Envolvendo os odcitos, encontrava-se a regido denominada de

zona radiata integra (sem interrupcdes) apesar de visivel descolamento da mesma (Fig.
2C).

Figura 2. Fotomicrografia de odcitos de C. macropomum criopreservados com solugdo
de metanol 1,6M e sacarose 0,25M, evidenciando vitelo (V) e zona radiata (ZR).
Hematoxilina-Floxina.

As caracteristicas que indicaram preservacao para estes tratamentos também foram
constatadas em MEV, ndo sendo observadas alteracbes morfologicas na regido
micropilar e sendo mantida a integridade da zona radiata com superficie lisa e regular
(Fig. 3A). Externamente foi possivel distinguir a zona radiata com inimeros poros,

sendo também visivel estriacdes perpendiculares na face interna da estrutura (fig. 3B).
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Figura 3. Eletromicrografia de odcitos de C. macropomum criopreservados com solugéo

de metanol 1,6M e sacarose 0,25M evidenciando micropila (M), zona radiata (ZR) e
poros (seta).

100pm 8 5%
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Discussao

Odcitos de C. macropomum mantidos em solucdes crioprotetoras contendo baixa
osmolaridade de acucares, como crioprotetores externos, resultaram em maior
sobrevivéncia com relagdo aos odcitos mantidos nas solu¢cbes com maiores molaridades,
em temperatura ambiente. Dentre as solugdes testadas, foi constatada maior
sobrevivéncia (15,8%) no T1, utilizando metanol 1,6M e sacarose 0,25M. Essa
combinacdo de metanol e sacarose também foi constatada como a melhor solugéo para o
resfriamento de embrides de Piaractus mesopotamicus em estadio de 90% de epibolia
de desenvolvimento embrionario (Streit Junior et al., 2007). As analises de contrastes
entre os crioprotetores externos indicam que a sacarose proporcionou mais porcentagem
de embrides desenvolvidos, sugerindo ser o melhor agucar nas solugdes crioprotetoras
para odcitos de C. macropomum.

A toxidez do crioprotetor sempre € relacionada como um fator determinante da
criopreservacdo. No presente trabalho, embora ap6s a congelagdo oocitéria ndo tenha
ocorrido eclosdo das larvas, ao submeter os odcitos ao metanol 1,6M associado a
sacarose 0,25M, em temperatura ambiente, houve fertilizacdo dos odcitos,
desenvolvimento embrionario e até a eclosdo das larvas. Com esta observacdo é
possivel afirmar que parte dos odcitos manteve viavel e com capacidade fecundante,
indicando que nessas concentracdes, tanto o metanol quanto a sacarose ndo foram

totalmente toxicos aos odcitos.
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Com relacdo a incapacidade de fertilizacdo dos o6citos congelados, Isayeva et al.
(2004) indicaram que a sensibilidade dos odcitos de Danio rerio ao resfriamento pode
ser um dos fatores limitantes do sucesso de um protocolo de criopreservacao, bem como
a baixa permeabilidade da membrana (Zhang et al., 2005).

A exposicdo a temperaturas criticas (abaixo de 0°C) é determinante para a
sobrevivéncia de odcitos de peixes. Como observou Isayeva et al. (2004) apds 15
minutos a 0°C, a metade dos odcitos de Danio rerio estavam vidveis. No presente
estudo de congelacéo lenta, a temperatura de seeding ocorreu a -7°C e esse pode ter sido
determinante para viabilidade oocitaria do C. macropomum. Entretanto, a constatacéo
positiva de desenvolvimento de um protocolo de congelacdo lenta para odcitos de C.
macropomum, foi a manutencdo da estrutura fisica oocitaria. De fato, ocorreu logo ap6s
a descongelacdo, porém foi verificado através da fertilizacdo que os mesmos estavam
com a sua capacidade fecundante prejudicada, mesmo mantendo a sua estrutura
morfologica, como foi possivel constatar inclusive a manutengdo da micropila
observada na figura 3A. Por outro lado, a estrutura interna do odcito estava
comprometida, com os rearranjos estruturais do oocito danificados e deste modo nédo
ocorreu a fusdo de gametas e subsequentes divisdes embrionarias.

A avaliacdo dos danos causados pela criopreservacdo é de grande relevancia, pois
pode ser utilizada para a caracterizacdo da intensidade das lesdes celulares causadas
pelas injarias, que podem incapacitar as células de superarem os danos e perderem sua
viabilidade (Carvalho et al., 2012).

Conforme Santos et al. (2006), no método de congelacdo lenta as células séo
expostas a baixas concentracdes de crioprotetores por até uma hora e submetidas ao
congelador programavel estabilizado a temperatura de -5°C, seguido de cristalizacdo
manual, com objeto metalico, congelado em nitrogénio liquido, e de resfriamento lento
(0,5°C/min) até -32°C. Lopes et al. (2012) estudando resfriamento de embrides de P.
mesopotamicus a -8°C por seis horas, verificaram que a curva de resfriamento de
1°C/minuto proporcionou maior porcentagem (90,85%) de larvas vivas. No presente
trabalho, o processo de congelacdo lenta, com curva de 1°C/minuto, prejudicou a
capacidade fecundante dos odcitos, pois ndo foi obtida fertilizacdo e desenvolvimento
embrionario.

Verificou-se também que no tratamento em que se utilizou solu¢do de metanol
1,6M e sacarose 0,25M, a membrana da zona radiata estava descolada. Esta observacao

corrobora com a de Zhang et al. (2005) que encontraram as membranas da zona radiata
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e oolema separadas em o6citos em estadio “V” de zebrafish durante a exposi¢édo a 2M
de DMSO ou propilenoglicol a temperatura de 22°C. Ainda de acordo com Zhang et al.
(2005) esta separagdo pode ser pela reacdo de ativacdo, que é induzida pela mudanca de
temperatura, estimulacédo fisica e exposicdo a solucdo com diferente pressdo osmatica.
Sugeriram também que a permeabilidade da zona radiata € maior que do oolema,
formando um acumulo de crioprotetores no espago perivitelino, separando as
membranas. O procedimento de criopreservacao pode causar a fragmentacdo do DNA,
mesmo na auséncia de deformidades celulares (Carvalho et al., 2012), bem como
alteracfes cromossdmicas (Burgoyne et al., 1991), despolimerizacdo dos microtubulos e
microfilamentos, causando a destrui¢cdo dos componentes do citoesqueleto (Dobrinsky,
2002) inviabilizando os od6citos.

Conclui-se que a solugdo crioprotetora contendo metanol 1,6M associado com
0,25M sacarose foi a menos toxica para os odcitos de C. macropomum. Apesar dos
odcitos de C. macropomum serem extremamente sensiveis a temperatura de
criopreservacdo, mantiveram algumas estruturas morfoldgicas, como a micropila,
aparentemente normais. Para se desenvolver um protocolo de criopreservacdo de
odcitos de peixes sdo necessarios mais estudos com diferentes tempos de exposicao,
diferentes concentracdes de crioprotetores internos e externos, sendo recomendado o
metanol como crioprotetor interno e sacarose como crioprotetor externo, por

demonstrarem menor toxicidade aos odcitos de C. macropomum.
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CAPITULO 1l



Criopreservacdo de odcitos e embrides de Piaractus brachypomus

Cryoprotectant solutions for oocytes and embryos of Piaractus brachypomus

Resumo: Foi avaliada a sensibilidade dos odcitos de P. brachypomus expostos a
diferentes solucdes crioprotetoras em temperatura ambiente e criopreservado, e
embrides submetidos a diferentes concentracdes de crioprotetores internos (metanol ou
DMSO) e externos (sacarose ou polivinilpirrolidona), a congelacdo em -13°C e em
nitrogénio liquido. Os od6citos foram distribuidos em oito tratamentos contendo
diferentes concentragdes de metanol ou dimetilsulfoxido, associado com sacarose. Os
embrides congelados a -13°C foram distribuidos em oito tratamentos com diferentes
concentracdes de metanol, sacarose e polivinilpirrolidona. Os embrides congelados em
nitrogénio liquido foram distribuidos em quatro diferentes solugdes contendo metanol
3,1M, associado a quatro concentragdes de sacarose (0,45; 0,63; 0,81 e 1,0). Para
analise morfoldgica, foram processados odcitos e embribes em historesina e o00citos
para técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV). Dos odcitos que foram
mantidos em temperatura ambiente e fertilizados, os tratamentos que apresentaram
desenvolvimento embrionario foram o T5 (metanol 1,5M, sacarose 0,25 M e solu¢éo de
Hank), 17,3% e T7 (DMSO 0,7M, sacarose 0,25 M e solucdo de Hank), 1,8%. Na
fertilizacdo dos odcitos submetidos a curva de congelacdo lenta ndo houve
desenvolvimento embrionario apés a fertilizacdo. Na avaliacdo morfoldgica, verificou-
se que 0s odcitos de P. brachypomus submetidos a congelacao lenta quando na solugédo
crioprotetora com 1,6M metanol+ 0,25M sacarose + solucdo de Hank (T5) apresentaram
a zona radiata integra e com contorno regular. Dos embrides que foram submetidos a
congelacdo a -13°C, no T5, 15,3% dos embribes se desenvolveram e foi
significativamente maior que no T6 (4,6%), T3 (1,5%), T7 (1,8%) e T8 (1,9%) e
também houve desenvolvimento embriondrio. Nos demais tratamentos, todos os
embribes submetidos as solucdes crioprotetoras em temperatura de -13°C e os embrides
submetidos aos tratamentos em nitrogénio liquido resultaram em embrifes mortos.
Conclui-se que os odcitos de P. brachypomus ndo resistiram a curva de congelamento, e
a solugdo com metanol 3,1M associado a sacarose 0,45M foi quem melhor preservou as
estruturas dos embrides resfriados a -13°C.

Palavras-chave: crioprotetor, congelacdo, embrides, odcitos.
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Abstract: The sensitivity of oocytes of P. brachypomus exposed to different
cryoprotectant solutions at room temperature and cryopreserved, embryos subjected to
different concentrations of internal (methanol or DMSQ) and external cryoprotectants
(sucrose or polyvinylpyrrolidone), frozen in -13°C and in liquid nitrogen were
evaluated. The oocytes were allocated into eight treatments containing different
concentrations of methanol or dimethyl sulfoxide, associated with sucrose. The embryos
frozen at -13°C were allocated into eight treatments with different concentrations of
methanol, sucrose, and polyvinylpyrrolidone. The embryos frozen in liquid nitrogen
were allocated into four different solutions containing 3.1 M of ethanol, combined with
four concentrations of sucrose (0.45, 0.63, 0.81 and 1.0). For morphological analysis
oocytes and embryos were processed in historesin and oocytes for scanning electron
microscopy technique. For oocytes kept at room temperature and fertilized, treatments
that showed embryo development were T5 (methanol 1.5 M, sucrose 0.25 M solution
and Hank), 17.3% and T7 (DMSO 0.7 M, sucrose 0.25 M and Hank) 1.8%. In
fertilization of oocytes subjected to slow freezing curve there was not embryo
development after fertilization. In the morphological analysis it was found that the
oocytes of P. brachypomus when subjected to slow freezing in extender solution with
methanol 1.6 M + sucrose 0.25 M + solution Hank (T5) showed a full zona radiata full
with regular contour. From embryos that were underwent freezing at -13°C in T5,
15.3% developed and was significantly higher than in T6 (4.6%), T3 (1.5%), T7 (1.8%)
and T8 (1.9%) and there was also embryo development. In other treatments, all embryos
subjected to cryoprotectant solutions at a temperature of -13°C and embryos subjected
to treatments in liquid nitrogen resulted in dead embryos. It is concluded that the
oocytes of P. brachypomus not resist the freezing curve, and the methanol solution with
3.1 M associated with 0.45 M of sucrose was the one that best preserved structures of
embryos cooled to -13°C.

Key words: cryoprotectant, freezing, embryos, oocytes.
Introducéo
A prética de conservacdo de sémen, odcitos e embriGes de peixes constituem um

valioso recurso para a administracdo de programas reprodutivos e preservacdo de

estoques genéticos de espécies que possam estar em risco de extingcdo (Komrakova e
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Holtz, 2009). O processo de criopreservagdo consiste na conservacdo do material
bioldgico em temperaturas ultrabaixas, com a finalidade de suspender o metabolismo e
manter as células viaveis por um periodo de estocagem indeterminado, possibilitando a
utilizacdo posterior, assim continuando seu desenvolvimento, sem a perda da sua
viabilidade (Pegg, 2007).

O sucesso da criopreservacdo de gametas de peixes pode também beneficiar o
fornecimento para um banco de germoplasma global, aquicultura, recursos de
conservacao aquatica e em pesquisas cientificas (Liu et al., 2001; Cabrita et al., 2003).
Embora o sucesso na criopreservacdo de odcitos e embrides de peixes ainda ndo seja
uma realidade, a atual necessidade de preservacdo genética de gametas maternos tem
incentivado a busca por protocolos de criopreservacéo efetivos (Zhang e Rawson, 2007,
Robles et al., 2009).

A tecnologia da criopreservacdo pode ser realizada por diferentes métodos, entre
eles estdo a congelacdo a temperaturas proximas a 0°C, também chamado de
resfriamento (Lopes et al., 2011), que interrompe 0 metabolismo da célula viva, e
conserva o material por um determinado periodo de tempo. Outro método utilizado é a
congelagdo lenta (Tsai et al., 2009), no qual o material biolégico é conservado em
nitrogénio liquido (-196°C) interrompendo o metabolismo da célula viva, e a
viabilizando por tempo indeterminado.

Nas temperaturas proximas a 0°C, os embrides de peixes sdo susceptiveis as
crioinjarias, em virtude da formacdo de cristais de gelo e consequente rompimento das
membranas celulares (Adams et al., 2003). A utilizacdo de crioprotetores que sejam
menos tdxicos as células é importante para reduzir os possiveis danos celulares e
osmoticos durante o processo de congelacdo e descongelacdo, bem como a combinacgéo
entre crioprotetores internos e externos (Green, 2005).

Mesmo o resfriamento ndo sendo um processo de exposi¢do extrema ao frio, como
a criopreservacao, ainda assim é necessaria a utilizacdo de crioprotetores, sejam eles
internos, externos ou a combinacdo deles. Seguramente existem crioprotetores com um
grau de toxidez maior que outros, em uma mesma concentracdo. Segundo Zampolla et
al. (2011) os crioprotetores internos menos toxicos, em ordem crescente, sdo: metanol,
DMSO e etileno glicol, resultado obtido para foliculos ovarianos de zebrafish apos
exposicao e criopreservacao. O metanol também é reconhecido como 0 menos agressivo

as células embrionarias de espécies neotropicais como o pacu (Piaractus
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mesopotamicus) (Streit Junior et al., 2007) e o cascudo preto (Rhinelepis aspera)
(Fornari et al., 2011).

A pirapitinga, P. brachypomus (Cuvier, 1818) pertencente a familia Characidae, é
uma especie nativa da América do Sul, com distribuicdo nos rios Solimdes-Amazonas,
Orinoco e respectivos afluentes. A importancia na piscicultura brasileira tem sido
explorada em associa¢do com o Colossoma macropomum na producéo de hibridos. Seu
desenvolvimento embrionéario deve ocorrer na temperatura de 26°C, e periodo de tempo
até a ecloséo das larvas varia entre 16 a 18 horas (VVasquez-Torres, 2005).

O objetivo deste estudo foi avaliar a sensibilidade dos odcitos de P. brachypomus
expostos a diferentes solucbes crioprotetoras em temperatura ambiente e
criopreservado, e embrides submetidos a diferentes concentracdes de crioprotetores

internos e externos, a congelacdo em -13°C e em nitrogénio liquido.

Material e Métodos

Experimento 1.Congelacao de odcitos de P. brachypomus

Um mil e cinquenta odcitos de duas fémeas, com peso médio de 3,65 +0,5kg, de P.
brachypomus (525 de cada animal), foram coletados apds a extrusdo, homogeneizados e
em seguida colocados em solucdo de Hank (Cultilab®) (Isayeva et al., 2004) e em meio
Leibovitz L15 (Cultilab®) diluido 50% em agua ultrapura (Tsai et al., 2009) para
manutencdo da viabilidade. As solugdes crioprotetoras foram elaboradas com base em
trabalhos realizados por Streit Junior et al. 2007 e Digmayer (2010).

Avaliacdo da sensibilidade dos o6citos

Os oocitos foram distribuidos em oito tratamentos (Tab. 1) considerando-se a
composicdo das solucgdes crioprotetoras e um tratamento controle (o6citos sem passar
pela solugdo crioprotetora). Em cada um dos tratamentos foram utilizados 90 odcitos (3

repeticdes compostas por 30 odcitos), totalizando nesta etapa 810 odcitos.
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Tabela 1. Composicdo dos crioprotetores internos (metanol e DMSO) e externo
(sacarose) das solugdes crioprotetoras para odcitos de Piaractus brachypomus.

Metanol DMSO Sacarose 50% L15 Solucdo Hank

Tratamentos (M) (M) (M) (9.5.p.) (9.5.p.)
1 1,6 - 0,25 20ml -
2 3,1 - 0,25 20ml -
3 - 0,7 0,25 20ml -
4 - 1,3 0,25 20ml -
5 1,6 - 0,25 - 20ml
6 3,1 - 0,25 - 20ml
7 - 07 025 - 20ml

8 - 1,3 0,25 - 20ml
Controle de desenvolvimento - - -

Os odcitos foram mantidos nos tratamentos por 20 minutos, em temperatura
ambiente (28,4°C). Apo0s esse periodo, amostras contendo 10 odcitos/tratamento foram
fixados em solucdo de glutaraldeido 2,5%, utilizando o tampéo fosfato de sodio 0,1M
em pH 7,2 para analise morfoldgica em Microscopia Optica (MO). Oitenta odcitos de
cada tratamento foram fertilizados com 30 pl de sémen fresco obtido a partir de um
unico macho evitando efeito do individuo, com motilidade progressiva e vigor
espermatico de 100:5, respectivamente, e mantidos em incubadoras experimentais por
aproximadamente 16 horas até 0 momento de quantificacdo dos embrides mortos (que
ndo se desenvolveram) e embrides desenvolvidos (identificados a partir do estadio de

cauda solta).

Processamento Histoldgico em Historesina

Amostras de odcitos foram transferidas para alcool 70% e posteriormente
desidratadas em concentracbes crescentes de alcool até 100%. Em seguida foram
transferidos para solucdo de infiltracdo (resina com ativador) na proporcdo de 1:1 e
estocados overnight a 4°C em solucdo de infiltracdo. Apos este periodo o material foi
incluso em formas especificas com solucdo de infiltracdo com endurecedor, e os blocos
obtidos permaneceram em estufa a 37°C por aproximadamente 10 dias para secagem.
Os blocos foram entdo, submetidos & microtomia para obtencao de cortes seriados de 2
um de espessura (microtomo RM2245 Leica®), colocados sobre laminas de vidro e

corados pelo método de hematoxilina-floxina (Tolosa et al., 2003). As imagens foram
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capturadas em microscopio optico de luz (BX 41 Olympus®) acoplado com cdmara de
alta resolucdo, através do programa Q Capture Pro 51.

Avaliacdo da sensibilidade dos odcitos a congelacéo lenta

Apo6s manutencdo dos odcitos nas solugdes crioprotetoras por 20 minutos em
temperatura ambiente da dgua de 28,4°C, estes foram envasados em palhetas de 0,5 ml e
levados ao congelador programavel Dominium K (Biocom®), para avaliacdo da
efetividade dos tratamentos. Na temperatura de -7°C foi realizado o seeding e a curva de
congelacdo utilizada foi de 1,0°C/minuto. Ao final da congelacdo, as palhetas foram
transferidas e mantidas em nitrogénio liquido pelo tempo proposto de um més.

Posteriormente os oocitos foram descongelados (banho-maria a 30°C/15 segundos
e transferidos para a solucdo de hank ou 50% meio L15, conforme utilizado no
tratamento), sendo que 10 odcitos/tratamento foram fixados em solucéo de glutaraldeido
2,5%, utilizando o tampdo fosfato de sédio 0,1M em pH 7,2, para analise morfoldgica
em MO (previamente reportado) e Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV).

Como padrdo de eclosdo das larvas vinte docitos/tratamento foram fertilizados com
sémen congelado, com pardmetros de 20:2 de motilidade progressiva e vigor
espermatico, respectivamente, pois ndo havia disponibilidade de sémen fresco. Em
seguida os ovos foram mantidos em incubadoras experimentais para verificar possivel

desenvolvimento embrionério.

Processamento para Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Amostras de odcitos foram lavadas e pds-fixadas em tetrdxido de 6smio 1% (por 4
horas), em seguida lavadas em tampéo e submetidas a desidratacdo em série crescente
de etanol. A secagem do material foi obtida ao ponto critico com liquido CO, e as pecas
montadas em suporte para em seguida serem metalizadas com ouro-paladio. As

amostras foram examinadas e eletromicrografadas em MEV (JSM - 5410 JEOL®).

Experimento 2. Congelacéao de embrides de P. brachypomus
Congelacéo de embribes a -13°C por oito horas

Apos a coleta dos embrides mantidos em incubadora, foram selecionados 1800
embrides viaveis de P. brachypomus em estadio de 90% de epibolia (ap0s seis horas de
incubacdo em temperatura de 28°C) (Fig. 1), utilizando estereomicroscopio (SMZ
140/143 Motic®).
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Figura 1. Embrido de P. brachypomus em estadio de 90% de epibolia (esquerda) e
embrido morto (direita). Imagem obtida em estereomicroscopio com aumento de 20X.

Os embribes foram distribuidos em oito tratamentos, considerando a composicéao
das solucdes crioprotetoras (Tab. 2), além do controle (tratamento nove) embrides in
natura, para verificagdo da qualidade padrdo dos embrides. Duzentos
embrides/tratamento foram distribuidos em trés repeticdes e submetidos ao processo de
congelagdo “step by step” com estabilizagdo a cada 10°C, de acordo com Lopes et al.
(2011). Inicialmente os embrides estavam em 28°C passaram para 20°C permanecendo
por 10 minutos, em seguida reducdo de mais 10°C e novamente estabilizando por 10
minutos. Na terceira etapa, reduziu-se mais 10°C e estabilizados por 10 minutos na
temperatura de 0°C para em seguida serem encaminhados e mantidos em congelador (-
13°C) por 8 horas. A elaboracdo das solugdes crioprotetoras e o tempo de permanéncia
no congelador foi baseado em trabalhos realizados por Streit Junior et al. (2007) e
Digmayer (2010).

Tabela 2. Composicdo das solucGes crioprotetoras para embrides de P. brachypomus,
submetidos a congelacdo (-13°C).

Metanol PVP* Sacarose  Solucdo de Hank

Tratamentos (M) (M) (M) (@.5.0.)
1 3,1 0,15 - 20ml
2 3,1 0,30 - 20ml
3 3,1 0,45 - 20ml
4 31 0,60 - 20ml
5 31 - 0,45 20ml
6 31 - 0,63 20ml
7 31 - 0,81 20ml
8 3,1 - 0,99 20ml

Controle de desenvolvimento - - - -

*PVP: pohvinilpirrolidona.
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Os embrides foram retirados do congelador (-13°C), sendo que 20
amostras/tratamento foram fixadas em solucdo de glutaraldeido 2,5%, utilizando o
tampéo fosfato de sodio 0,1M em pH 7,2 para analise morfoldgica a partir de amostras

incluidas em historesina, conforme descrito no experimento 1.

Cento e oitenta embriGes foram levados as incubadoras para continuarem o
desenvolvimento embrionario, por aproximadamente sete horas, até o tempo de ecloséo
das larvas, sendo avaliados em embriBes desenvolvidos (identificados a partir do estadio

de cauda solta) e embrides mortos (que nédo se desenvolveram).

Congelacéo de embrides em nitrogénio liquido

Os embrides de P. brachypomus foram selecionados em estadio de tailbud (broto) e
distribuidos em quatro tratamentos (Tab. 3) considerando a composic¢do das solucdes
crioprotetoras. Para cada tratamento foram utilizados 30 embrides, que permaneceram
20 minutos nas solugdes crioprotetoras, em seguida envasados em palhetas de 0,5 ml,
sendo distribuidos em trés palhetas com 10 embrides cada, totalizando nesta etapa 120

embrides.

Tabela 3. Composicdo das solucBes crioprotetoras para embrides de P. brachypomus,
submetidos a congelacdo em nitrogénio liquido.

Tratamentos Metanol Sacarose Solugdo de Hank
(M) (M) (g.5.p.)
1 3,1 0,45 20ml
2 3,1 0,63 20ml
3 3,1 0,81 20ml
4 3,1 0,99 20ml

As palhetas foram levadas ao congelador programavel Dominium K (Biocom®),
sendo que na temperatura de -7°C foi realizado o seeding e a curva de congelagéo
utilizada foi de 1,0°C/minuto. Ao final da congelacdo as palhetas foram transferidas
para 0 botijdo de nitrogénio liquido (-196°C). Decorrido o tempo proposto de
criopreservacdo de um més, os embrides foram descongelados sendo que 20
embrides/tratamento foram mantidos em incubadoras experimentais para verificar
possivel finalizagdo do desenvolvimento embrionéario, e outra parte foi fixada em
solucéo de glutaraldeido 2,5%, utilizando o tampdo fosfato de sodio 0,1M, pH 7,2, para

analise morfoldgica dos embriées em MO.
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Analise estatistica

Nos trabalhos de odcitos e congelacdo de embrides a -13°C, avaliaram-se as
diferengas estatisticas entre os tratamentos, por meio da metodologia de modelos
lineares generalizados. Para tanto, estimando as probabilidades de embriGes
desenvolvidos para cada grupo e realizando a comparacdo destas, por meio do teste de
qui-quadrado implementado no Proc GENMOD do SAS. No processo de estimacéo,
utilizou-se a funcdo ligacdo logit considerando que 0s residuos apresentaram
distribuicdo binomial.

No trabalho de congelacdo de embrides em nitrogénio liquido, estimou-se a

frequéncia relativa de embrides preservados apos a descongelacéo.

Resultados

Experimento 1.Congelacao de odcitos de P. brachypomus
Avaliacao da sensibilidade dos odcitos

A figura 2A representa a morfologia de o6citos preservados mantidos nas solucGes
crioprotetoras em temperatura ambiente (28,4°C), com contorno e integridade da zona

radiata e granulos de vitelo acidofilos, indicando preservagdo da estrutura. Apos

fertilizagdo foram obtidos embrides P. brachypomus em desenvolvimento (Fig. 2B) e
mortos (Fig. 2C).

Figura 2. Odcitos e embrides de P. brachypomus. Odcito (A) (coloragdo com
hematoxilina-floxina), embrido em desenvolvimento (B) e embrido morto (C)
(estereomicroscopio com aumento de 20X). Evidenciando vitelo (v), zona radiata (zr),
embrido (e), espaco perivitelino (ep), corion (c), blastoderme (b).
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A porcentagem de embribes desenvolvidos no grupo controle, od6citos in natura, foi
de 97,7%. Os tratamentos 5 (metanol 1,6M + sacarose 0,25M + solugdo Hank) e 7
(DMSO 0,7M + sacarose 0,25M + solucdo Hank) resultaram embrides desenvolvidos
em percentual de 17,3% e 1,8%, respectivamente. Os demais tratamentos resultaram em

embrides mortos (Tab. 4).

Tabela 4. Probabilidade de ocorréncia de embrides desenvolvidos e embribes mortos de
P. brachypomus ap6s submissdo dos oocitos em diferentes tratamentos com solucao
crioprotetora em temperatura ambiente (28,4°C).

Tratamentos - Embrides (%)
Desenvolvidos Mortos
1 0,0¢ 100°
2 0,0¢ 100°
3 0,0¢ 100°
4 0,0¢ 100°
5 17,3 82,7°
6 0,0¢ 100°
7 1,8° 98,2
8 0,0¢ 100°
Controle de desenvolvimento 97,7 2,3

* colunas com diferentes letras sobrescritas apresentam diferenca estatistica em nivel de significancia de
5% (p<0,05).

Avaliacdo da sensibilidade dos odcitos a congelacéo lenta

Apesar da preservacdo morfoldgica evidenciada na maioria dos odcitos submetidos
a congelacdo lenta com manutencdo do contorno e integridade da zona radiata e vitelo,
semelhantes ao obtido em odcitos em temperatura ambiente da agua (Fig. 3), ndo foi
obtido sucesso no processo de fertilizagdo. Uma hora apds os odcitos terem sido
descongelados, fertilizados e incubados, em todos os tratamentos o material biolégico
resultante ndo suportou o processo de hidratagéo e se desintegrou.
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Figura 3. Fotomicrografia de oocitos de P. brachypomus criopreservados com solucgéo
de 1,6M metanol + 0,25M sacarose + solugcdo Hank (T5), coradas com hematoxilina-
floxina (A, B) e em MEV (C). Vitelo (v) e zona radiata (zr).

Experimento 2. Congelacéo de embrides de P. brachypomus
Congelacéo de embribes a -13°C por oito horas

No controle, a porcentagem de embrides desenvolvidos foi de 98,7%. No T5,
15,3% dos embrides se desenvolveram e foi significativamente maior que no T6 (4,6%);
T3 (1,5%); T7 (1,8%) e T8 (1,9%) em que também houve desenvolvimento embrionario
(Tab. 5). Nos demais tratamentos, todos os embriGes submetidos as solucGes

crioprotetoras em temperatura de -13°C, ndo houve desenvolvimento embrionario.

Tabela 5. Probabilidade de ocorréncia de embrides desenvolvidos e embrides mortos,
apos a incubacédo dos embrides de P. brachypomus que permaneceram por oito horas a -
13°C em diferentes solugdes crioprotetoras.

Embrides (%)

Tratamentos -
Desenvolvidos Mortos
1 0,0° 100°
2 0,0° 100°
3 1,5° 98,5
4 0,0° 100°
5 15,3 84,7°
6 4,6° 95,4°
7 1,8° 98,2
8 1,9° 98,1
Controle de desenvolvimento 98,7° 1,3¢

* colunas com diferentes letras sobrescritas apresentam diferenca estatistica em nivel de significancia de
5% (p<0,05).

Para elucidacdo da morfologia dos embrides de P. brachypomus descongelados,
apos oito horas no congelador (-13°C), além do controle in natura foram selecionados

os tratamentos T5, T8 e T4 que apresentaram maior, menor e nenhuma ocorréncia de
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embrides desenvolvidos, respectivamente (Fig.4). Nas figuras 4A e 4B (in natura),
observou-se corion integro, porém, blastoderme desorganizada e por vezes ausente. Nas
figuras 4C e 4D (T5) os embrides foram caracterizados pela presenca de cérion integro,
blastoderme definida envolvendo o vitelo, ndo sendo detectados danos celulares
visiveis. Nas figuras 4E e 4F (T8), constatou-se morfologia alterada com cérion
rompido e consequente extravasamento de vitelo, blastoderme desorganizada e por
vezes ausente. Nas figuras 4G e 4H (T4), observou-se o corion integro e blastoderme

definida com granulos de vitelo também definidos.
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Figura 4. Fotomicrografia de embribes de P. brachypomus in natura (A, B), apés
permanecerem oito horas a -13°C em solugdo de metanol 3,1M e sacarose 0,45M (C,
D), metanol 3,1M e sacarose 1,0M (E, F), metanol 3,1M e PVP 0,6M (G, H). Corados
com hematoxilina-floxina. Blastoderme (B), vitelo (V) e corion (cabeca de seta).
Aumento de 40X (figuras A, C, E e G) e 200X (figuras B, D, F e H).
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Congelagédo de embrides em nitrogénio liquido

Na figura 5, estdo representadas as morfologias dos embrides de P. brachypomus
submetidos a congelacdo, descongelacdo e fixacdo. A partir das imagens obtidas em
MO foi estimado o percentual de embrides preservados (5A, B) e ndo preservados (5C,
D). Nos tratamento 1 (metanol 3,1M + sacarose 0,45M) e 4 (metanol 3,1M + sacarose
1,0M), constatou-se 44% e 40 % de preservacdo embriondria, respectivamente. A
preservacao € caracterizada por auséncia de alteracdes morfoldgicas, com blastoderme
bem definida, corion sem rompimento, vitelo acidofilo, com auséncia de falhas, bem
fechado e uniforme. Nos tratamento 2 (metanol 3,1M + sacarose 0,63M) e 3 (metanol
3,1M + sacarose 0,81M), ndo houve preservacdo dos embrides, estes encontravam-se
com a blastoderme desorganizada, fusdo dos granulos de vitelo e irregularidade na
forma. A maior parte dos embrides, de todos os tratamentos, apresentava 0 corion sem
rompimento.

Em todos os tratamentos, os embriGes submetidos a congelacdo, descongelacdo e

incubados resultaram em embriGes mortos, sendo que com o tempo se desintegraram.

Figura 5. Fotomicrografia de embrifes de P. brachypomus ap6s congelagdo em solugéo
de metanol 3,1M e sacarose 0,45M (A), metanol 3,1M e sacarose 0,63M (B), metanol
3,1M e sacarose 0,81M (C), e metanol 3,1M e sacarose 1,0M (D). Blastoderme (b),
vitelo (V) e cérion (cabeca de seta). Corados com hematoxilina-floxina, em aumento de
40X.
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Discussao

Odcitos

Os odcitos de P. brachypomus ndo suportaram o processo de congelagdo lenta ao
qual foram submetidos, porém, informacdes importantes foram obtidas a partir deste
resultado. Como os odécitos submetidos aos T5 e T7 em temperatura ambiente estavam
aptos a serem fertilizados, € possivel afirmar que a curva de resfriamento na qual os
oocitos foram submetidos foi determinante para a sua inviabilizacdo, j& que nestes
tratamentos ndo houve desenvolvimento embrionario ap6s o processo de congelacdo.
Esses resultados indicam que devem ser conduzidos outros estudos com diferentes
curvas de resfriamento de odcitos de P. brachypomus.

O resultado de inviabilizacdo dos odcitos depois de submetidos a diferentes
solucdes crioprotetoras e em seguida a curva de resfriamento pode ser explicado pela
diferenca da acdo de entrada da solucdo crioprotetora no odcito. Este fato é relatado por
Zhang et al. (2005) com odcitos de D. rerio, que verificaram que a temperatura reduziu
a permeabilidade da membrana. Os autores ainda relataram que os parametros da
permeabilidade da membrana dos odcitos variam nas diferentes espécies e estadios de
desenvolvimento dos odcitos.

Neste estudo de avaliacdo da sensibilidade dos odcitos a diferentes solucdes
crioprotetoras em temperatura ambiente, foi constatado que as molaridades de metanol e
DMSO mais elevadas foram extremamente toxicas para 0s od6citos, ndo permitindo o
desenvolvimento de nenhum embrido. Seguramente, 0 aumento na concentracdo dos
crioprotetores acarreta aumento da toxidez da solucdo crioprotetora, como registraram
Plachinta et al. (2004) avaliando od6citos de D. rerio. Com relagdo ao processo toxico
produzido pelo aumento da concentragcdo do metanol, Zampolla et al. (2010) relataram
que este crioprotetor provoca a inativacdo das mitocondrias, produzindo distribuigéo
alterada nos foliculos ovarianos do D. rerio em estadio Ill. Em outro estudo com
foliculo ovariano em estadio Ill de D. rerio, Zampolla et al. (2009) constataram que a
exposicdo a 2M de metanol induziu uma perda no potencial de membrana, mas néo
encontrou nenhuma reducdo na sobrevivéncia apds cinco horas de incubacédo. Os
autores ainda verificaram que a utilizacdo de altas concentragdes de metanol (3 e 4M)

provocou além da redugdo no potencial de membrana, a perda no arranjo mitocondrial
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comprometendo sua fungéo. Esta observacgédo dos autores pode explicar a inviabilizagéo
do processo de criopreservacgdo das estruturas oocitéarias do P. brachypomus.

Embrides

Ao retirar os embrides da temperatura de -13°C verificou-se que algumas amostras
estavam congeladas (aspecto opaco), ou seja, a combinacdo das molaridades dos
crioprotetores intra e extracelulares ndo foram suficientes para evitar a formacéo de
gelo. Muito embora os resultados com os embrides de P. brachypomus nao tenham sido
satisfatorios, o tratamento T5 foi o melhor resultado no presente estudo. Fato que
coincidiu com o estudo por Streit Junior et al. (2007) com P. mesopotamicus, inclusive
quanto ao estadio de desenvolvimento embrionario, sugerindo a eficiéncia da associa¢do
de crioprotetores internos e externos no processo de congelacdo de embrides a
temperaturas proximas de 0°C.

A associagdo positiva da sacarose a outros crioprotetores foi verificada por
Woelders (1997), os quais ressaltaram que a estabilidade da membrana celular dos
embrides é fundamental na prevencdo de deformidades mecanicas provocadas pela
saida da agua e entrada do crioprotetor na célula, durante o processo de congelacao.
Farkas et al. (2001) também ressaltaram a necessidade da manutencdo estrutural e
funcional da camada fosfolipidica dos embrifes quando expostos a novas temperaturas.

Os embrides de P. brachypomus ndo responderam positivamente quanto a
utilizacdo do PVP, quando comparado a sacarose. Neste caso, pode-se atribuir
resultados positivos na utilizacdo de sacarose nas solugdes crioprotetoras em funcdo da
osmolaridade do tampdo proporcionado por elas. De acordo com Leibo (1984) a
sacarose é capaz de regular a velocidade de entrada e de saida do crioprotetor em
embrides bovinos, mantendo a concentracdo constante do meio extracelular e evitando
desse modo o choque osmotico. Segundo Vasquez-Torres (2005) pelo fato do
desenvolvimento do embrido ser um processo muito delicado, qualquer ocorréncia
atipica pode causar danos irreversiveis e irreparaveis. Lopes et al. (2011) sugeriram que
a permeabilidade da membrana e o controle da osmorregulagéo nos diferentes
compartimentos do embrido, que sdo fatores relacionados as crioinjurias, devem ser
considerados durante o resfriamento, para 0 aumento da sobrevivéncia das larvas
eclodidas.

Com as imagens de MO foi possivel verificar que os embrides que passaram pelo

resfriamento possuiam uma desorganizagdo celular, identificada por “falhas” na
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blastoderme. Dobrinsky (1996) estudando embribes de peixes verificou que a
criopreservacao pode ser extremamente prejudicial, pois a formacéo de gelo pode lesar
as membranas plasmaticas, o armazenamento em nitrogénio liquido pode desnaturar as
organelas celulares e destruir o citoesqueleto do embrido. Ressalta ainda que se o
citoesqueleto é danificado ou desestabilizado, o embrido pode perder a sua via
intracelular de comunicacgdo causando destruicdo irrepardvel da célula. O procedimento
de criopreservacdo pode causar a fragmentacdo do DNA, mesmo na auséncia de
deformidades celulares (Carvalho et al., 2012), bem como alteragdes deixando 0s
cromossomos (Burgoyne et al., 1991), despolimerizar microttbulos e microfilamentos,
causando a destruicdo dos componentes do citoesqueleto (Dobrinsky, 2002),
inviabilizando os odcitos.

As lesbes nos embribes congelados, verificadas no presente trabalho, corroboram
com Neves et al. (2012), que constataram lesdes nas membranas plasmaticas dos
grénulos de vitelo de embrides de Piaractus mesopotamicus, sugerindo que esses danos
podem ser causados pelo processo de criopreservacdo, pela exposicdo a baixas
temperaturas, penetracdo insuficiente dos crioprotetores ou toxidez da solucdo
crioprotetora. Cabrita et al. (2006) e Janik et al. (2000) classificaram o vitelo como o
compartimento em que se tem o maior indice de injurias, provocado pela insuficiente
permeacao dos crioprotetores.

Concluindo, os od6citos de P. brachypomus nédo resistiram a curva de congelacdo
testada, mesmo na solugdo menos toxica (metanol 1,6M associado a sacarose 0,25M)
em temperatura ambiente. Quanto aos embrides congelados a -13°C, a solucdo com
metanol 3,1M associado a sacarose 0,45M foi quem melhor preservou as estruturas,
corroborando com a solucdo padrdo para Characidae. Com relacdo aos embrides
congelados em nitrogénio liquido, apesar de ndo se ter obtido desenvolvimento
embrionario ap6s a descongelagdo e incubacdo, os resultados indicam que as solugdes
de metanol 3,1M associado a sacarose 0,45M, e metanol 3,1M associado & sacarose
1,0M, mantiveram a preservacdo embrionaria durante todo o procedimento de
criopreservacao. Para se desenvolver um protocolo de criopreservacdo de od6citos e
embrides de peixes sdo necessarios mais estudos com diferentes tempos de exposicéo,
diferentes concentracdes de crioprotetores internos e externos, sendo recomendado o
metanol como crioprotetor interno e sacarose como crioprotetor externo, por

demonstrarem menor toxicidade aos odcitos e embribes de P. brachypomus.
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CONSIDERACOES FINAIS

A solucdo crioprotetora menos toxica aos oocitos de Colossoma macropomum foi a
associacao de metanol 1,6M com 0,25M sacarose. Apesar da avaliacdo morfoldgica dos
odcitos indicarem conservacdo de algumas estruturas oocitarias apds a congelacdo e
descongelacdo, mesmo a solucdo crioprotetora considerada menos tdxica, ndo foi
eficiente na manutencéo da fertilidade dos o6citos apds a congelacéo.

A associacdo de metanol 1,6M com sacarose 0,25M foi considerada a menos tdxica
para odcitos de Piaractus brachypomus, ainda assim ndo foi eficiente para a
manutencdo da fertilidade dos odcitos apds a congelacdo, descongelacéo e fertilizacdo.
Para os embribes de P. brachypomus congelados a -13°C por oito horas e mantidos em
incubadoras, a solugdo de metanol 3,1M associado a sacarose 0,45M, foi a que melhor
preservou as estruturas embrionarias. Com relacdo aos embrides congelados em
nitrogénio liquido, apesar de ndo ter sido verificado desenvolvimento embrionario ap6s
a descongelacdo e incubacdo, sugere-se que as soluces de metanol 3,1M associado a
sacarose 0,45M e metanol 3,1M associado a sacarose 1,0M, mantiveram a preservagédo
embrionaria durante todo o procedimento de criopreservacéo.

Para se desenvolver um protocolo de criopreservacdo de odcitos e embrides de
peixes sd0 necessarios mais estudos com diferentes tempos de exposicdo, diferentes
concentracdes de crioprotetores internos e externos, sendo recomendado o metanol
como crioprotetor interno e sacarose como crioprotetor externo, por demonstrarem

menor toxicidade aos o6citos e embrides de C. macropomum e P. brachypomus.



