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RESUMO

A criopreservacdo € uma ferramenta biotecnolégica que permite congelar e
estocar, por longos periodos células, tecidos, érgaos e embrides; contudo, o
sucesso desta tecnologia, para peixes, € bem estabelecida apenas para as
células germinativas masculinas, conservando assim, parcialmente material
genético de uma populagcédo. Desta forma objetivou-se estabelecer um eficaz
protocolo de crioconservacao para embrides de peixes neotropicais, visando a
preservacao total da bagagem genética da espécie. Utilizou-se como modelo
biolégico embrides de Prochilodus lineatus, que foram avaliados quanto a sua
sensibilidade ao frio, a toxicidade dos crioprotetores dimetil formamida, dimetil
sulféxido, propileno glicol e glicerol, aos protocolos de resfriamento nos
estagios de gastrulacdo e organogénese com seis e vinte somitos e a
vitrificagdo nos estagios de organogénese com seis e vinte somitos. As
amostras foram fixadas em solucéo de paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a
2% em tampao fosfato Sorensen 0,2 M pH 7,2, incluidos em metacrilato glicol,
seccionados a 3 e 5 um de espessura e corados com hematoxilina-eosina, azul
de toluidina, P.A.S. e metanil yellow. A fase embrionéria de organogénese com
20 somitos foi a mais resistente ao frio e a toxicidade dos crioprotetores.
Apesar das altas taxas de larvas vivas nos tratamento de resfriamento, em
nenhum dos protocolos propostos obteve-se éxito na preservagdao das
estruturas embrionarias, sendo verificado graves danos morfolégicos como
corpo reduzido e com sinuosidades, nadadeiras com crescimento desordenado
das células, alta concentracao de células necroéticas na regido do encéfalo, ma-
formacdo das vesiculas Opticas e Oticas, ma-formagcdo das narinas, fusdo
desordenada dos mioblastos, retracdo do vitelo, espacos entre as células
provocadas pela formacdo de cristais de gelo, glébulos de vitelo com
consisténcia alterada, periblasto elétron-denso e com nucleos apresentando
cromatina alterada ou destruida; contudo, estruturas como somitos, tubo
neural, endoderme e a ectoderme apresentaram nucleos e mitocondrias
integras. O protocolo de vitrificacdo resultou em palhetas transparentes,
indicando 0 sucesso da etapa, contudo, durante o descongelamento, os

embrides sofreram um aumento em seu volume e conseguinte deterioragao de



suas estruturas devido a nucleac¢éo interna dos cristais de gelo, que rompiam
coesdao tecidual e promoviam a perda das -caracteristicas das fases
embriondrias. Assim concluiu-se que o uso das solugdes crioprotetoras junto a
exposicao dos embribes as baixas temperaturas € extremamente deletério ao
seu desenvolvimento, necessitando de maiores estudos para compreender

seus reais efeitos sobre o organismo.

Palavras-chave: Curimbata. Criopreservacao. Gelo. Nucleacdo. Toxicidade.



ABSTRACT

Cryopreservation is a biotechnological tool that allows you to freeze and store cells,
tissues, organs and embryos for long periods; however, the success of this technology,
to the fish, it is established only from the male germ cells, preserving, partly the
material of a population. Therefore the purpose was to establish an effective protocol of
cryopreservation to embryos of neotropical fish, in order to preserv all the genetic load

of the species. As biological model of this research it was used Prochilodus lineatus

type of embryos, which were evaluated regarding to their sensibility to cold
temperatures, the toxicity of cryoprotectants dimethyl formamide, dimethyl sulfoxide,
propylene glycol and glycerol, also the protocols of cooling down on the gastrulation
and organogenesis stages with six and twenty somites, and the vitrification on the
organogenesis stages with six and twenty somites. The samples were fixed in solutions
with 4% of paraformaldehyde and 2% of glutaraldehyde, Sorensen phosphate with 0.2
M pH 7.2, included in glycol methacrylate, sectioned at 3 and 5 um of thickness and
stained with hematoxylin-eosin, Blue toluidine, PAS and Metanil Yellow. The embryonic
phase of organogenesis with 20 somites was the most resistant to cold and toxicity of
cryoprotectants. Despite of the high rates of alived larvae founded in the cooling
treatment, none of the proposed protocols succedded in the preservation of the
embryonic structures, it could be seen severe morphological damages as reduction in
the body and sinuous in the forms, with fins disorderly cell growth, high concentration
of necrotic cells on region of the brain, malformation of the ear and eyes vesicle,
malformation of the nostrils, disorderly fusion of the myoblasts, retraction of the yolk,
spaces between cells caused by the formation of ice crystals, yolk globules with altered
consistency, periblasto electron-dense and with nuclei presenting altered or destroyed
chromatin; nonetheless, some structures such as neural tube, somites, ectoderm and
the endoderm presented intact nuclei and mitochondria. The vitrification protocol
resulted in transparent straws, showing the success of the step, however, along the
thawing, the embryos had the volume increased and therefore the deterioration of its
inner structure due to nucleation of ice crystals, which was breaking the tissue and
provoking the loss of the embryonic phases’characteristics. Thereby it was concluded
that the use of cryoprotectant solutions together with the embryos exposure to low
temperatures is extremely detrimental to their development, requiring further studies to

understand the real effect on the organism.



Keywords: Curimbata, cryopreservation, ice crystals, nucleation and

toxicity.
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1.1 INTRODUCAO

Os Characiformes formam o maior grupo entre as espécies de peixes de
agua doce da América do Sul, apresentando destacada importancia na pesca
tanto comercial quanto de subsisténcia, na aquariofilia e na ecologia geral dos
ecossistemas. Este taxon é formado por 14 familias com aproximadamente 240
géneros e 1460 espécies (SANTOS et al.,, 2004), sendo animais de habito
guase sempre diurno, que apresentam seus corpos totalmente recobertos por
escamas, contendo um par de nadadeiras pélvicas situadas na regido
abdominal, uma nadadeira adiposa e uma nadadeira caudal com 19 raios.
Neste grupo, faz-se ausente a presencga de barbilhdes ou filamentos ao redor
da boca. Suas maxilas raramente sdo protrateis; e a forma do corpo, o

comportamento e as cores sdo bastantes variaveis (SANTOS et al., 2004).

De acordo com Vazzoler (1996) os espécimes deste grupo sao
considerados peixes “r estrategistas”, ou seja, apresentam um pequeno ou
nenhum cuidado parental ao longo de um prolongado periodo reprodutivo; com
repetidos surtos reprodutivos e curtos tempos de procriacdo; desta forma,
podem ser capturadas com idades menores, pois tem a capacidade de
recuperar-se mais rapidamente dos efeitos da sobrepesca; contudo, sdo mais
suscetiveis as variacdes ambientais durante seu periodo reprodutivo, 0 que
acarreta em maiores riscos de sofrerem deplecéo de seus estoques pesqueiros

em curto prazo.

Os Prochilodontidae compdem as 14 familias pertencentes aos
Characiformes, sendo facilmente caracterizados por apresentarem um corpo
fusiforme. Possuem um intestino longo, bastante enovelado; estomago
alongado e em forma de moela, isto €, com paredes grossas e lUmen estreito.
Os representantes desta familia tém habito detritivoro, ili6fago, matéria
organica particulada, algas e perifiton. Eles apresentam a caracteristica de
formarem cardumes numerosos e realizarem grandes migracdes reprodutivas e
troficas, podendo superar grandes obstaculos, como corredeiras e saltos.
(SANTOS et al., 2004).
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O Prochilodus lineatus (VALENCIENNES, 1837), comumente conhecido
como Curimbatd ou Curimba, € uma espécie reofilica pertencente a familia
Prochilodontidae. Trata-se de um peixe de grande porte, atingindo até 8,2kg de
ampla distribuicdo na bacia do rio Parana, Paraguai e Paraiba do Sul. Possui
um corpo alto e comprimido lateralmente, com boca circular, 1abios espessos e
méveis, dotados de inumeros denticulos, adaptados a obter o alimento
raspando o substrato. Possui uma coloracdo cinza esverdeada no dorso,
flancos com linhas longitudinais escuras entre as séries de escamas, e um
ventre prateado. Vive em ambientes I6ticos, de aguas calmas, e realiza
migracbes reprodutivas em grandes cardumes, percorrendo centenas de
quildmetros, no periodo de setembro a janeiro (DIAS; SHIBATTA, 2006).

Ao longo do periodo reprodutivo, o ultimo impulso para a maturacao
reprodutiva ocorre com grande rapidez, o que possibilita aos peixes
aproveitarem as subidas repentinas dos niveis dos rios, as vezes, se realizando
no intervalo de poucas horas. Para o P. lineatus a primeira maturagcao gonadal
ocorre quando os individuos alcangam 24 cm de comprimento; e oS espécimes
formam grandes cardumes, que permanecem a tona d’agua, produzindo um
ruido caracteristico e facilmente distinguido pelos pescadores. Sua desova se
produz em plena correnteza do rio, comecando, em geral, logo abaixo das
cachoeiras (ROSA JUNIOR; SCHUBBART, 1945; VAZZOLER, 1996).

A partir do momento em que o seu comprimento/idade da primeira
maturacdo sexual é atingido, as variaveis ambientais também passam a atuar
sobre os individuos, de modo que as condi¢cdes na época da desova sejam
favoraveis a sobrevivéncia e crescimento da prole. Essas variaveis que
determinam onde e quando cada espécie reproduz sdo denominados de
fatores terminais. Elas devem assegurar, no periodo reprodutivo, uma
disponibilidade de alimento adequado as fases iniciais de desenvolvimento.
Dentre estes, incluem-se: fotoperiodo, temperatura, condutividade da agua e

pH (VAZZOLER, 1996).

Apos a desova e a fecundacgéo, os ovos e larvas dos Curimbatas sao
carregados pelas aguas até as lagoas marginais, onde realizam seu

desenvolvimento inicial. Tanto os jovens quanto os adultos se alimentam de
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rotiferos, algas, detritos e, principalmente, de sedimentos obtidos na raspagem
do perifiton ou da vegetacao submersa (DIAS; SHIBATTA, 2006).

Contudo, ao retirar essas espécies reofilicas do seu ambiente natural e
introduzirmos em ambiente artificial e/ou Iéntico, a maturacdo de suas gbnadas
€ paralisada, ndo havendo desova e se tornando impossivel, desta maneira,
uma reproducdo em cativeiro. Assim, manipulagdes ambientais e tratamentos
hormonais sé&o praticas comuns a fim de modificar o ciclo anual de reproducgéo
e induzir esta reproducdo em cativeiro. Muitos avancos foram feitos dentro dos
tratamentos hormonais, tornando comum a pratica da hipofisacdo, onde os
peixes sdo injetados com doses de extrato de hipofise em curtos intervalos de
tempo, provocando a maturagdo das gbnadas artificialmente (ROBLES et al.,
2009; ROSA-JUNIOR; SCHUBBART, 1945; VAZZOLER, 1996).

O curimbata é uma espécie de grande importancia ecoldgica, uma vez
gue sua abundéancia e reproducdo massiva propiciam expressiva oferta de
presas (ovos, larvas, alevinos e adultos) para outras espécies de peixes,
repteis e mamiferos. Além disso, seu habito alimentar possibilita o
desenvolvimento de uma rede tréfica a partir de organismos perifiticos e
detritos. E uma das espécies mais importantes para a pesca comercial no alto
Parana, embora seja considerado pescado de segunda classe devido ao sabor
de sua carne. Desde 1945 relatos de sua importancia pesqueira € citada na
literatura, como na Cachoeira das Emas em Pirassununga-S.P. onde capturou-
se cerca de 75.000 quilos de Curimbata; e também, na bacia do rio Parana
entre 1994 e 2000, que em média, foram capturados 80 toneladas deste
pescado, tendo seu pico em 1997 com 138 toneladas (DIAS; SHIBATTA,
2006).

Além da pesca predatoria, outros fatores também promovem a reducéo
dos estoques pesqueiros. Os represamentos, por exemplo, apresentam-se
como um dos mais deletérios a ictiofauna, pois altera de maneira profunda e
definitiva a dinamica das aguas e determinam consideraveis modificacfes nas
comunidades bidticas nas suas areas de influéncia. Para as comunidades de
peixes, o0 resultado inevitdvel desses empreendimentos € a alteracdo na
abundancia das espécies com a eventual eliminacdo de alguns componentes

icitiofaunisticos. Isso ocorre, pois as comunidades de peixes locais sé&o
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resultantes da colonizacdo feita por espécies anteriormente presentes, que a
partir das alteracbes ambientais passam a sofrer com a competicao e predacao
das espécies naturalmente em baixas densidades que podem encontrar
condicBGes favoraveis e proliferarem-se. Isso se deve principalmente por: 1- a
reducdo na area alagavel e alteracées no regime de cheias, fundamentais a
desova e ao desenvolvimento das formas jovens; 2 - a alta densidade de
peixes que se acumulam nas proximidades da barragem e a falta de abrigos
gue geralmente se constata nestas areas levando a alta incidéncia de
predadores e 3 - as grandes barragens levam, se nenhum dispositivo efetivo
para a transposicao de peixes for instalado, ao blogueio do acesso de espécies
migradoras as suas areas de reproducdo e ou alimentacdo (AGOSTINHO et
al., 1989; GODINHO, et al., 1984; SHIBATTA et al., 2007).

Desta forma torna-se necessério o desenvolvimento de tecnologias que
promovam tanto uma maximizagdo na produgdo pesqueira quanto uma
manutencdo dos estoques pesqueiros; sendo as técnicas de crioconservacao
(criopreservacao e resfriamento) dos embrides de TeleOsteos saidas efetivas

para conservacao das espécies (ROBLES et al., 2009).

1.1.1 Crioconservacéao de embrides

Os estudos de técnicas de conservagcdo de gametas para a fertilizacéo
artificial sdo de grande valor em programas que envolvem o repovoamento dos
rios e represas, producéo intensiva de organismos aquaticos em fazendas de
criagdo e também em programas de cunho conservacionista.

O termo criopreservacao € utilizado para descrever o congelamento e o
estoque por longos periodos de células vivas, tecidos e 6rgaos; enquanto que o
resfriamento se refere a técnica de conservacdo do material biol6gico sob
temperaturas reduzidas (sem congelamento) por periodos mais curtos. Os
estudos iniciais sobre criopreservacdo de sémen e ovos de peixes até meados
do século passado se concentram no objetivo de prolongar a vida dos gametas
no estado ndo congelado, enquanto que as pesquisas mais recentes tém
focado o desenvolvimento de técnicas de congelamento profundo (-196°C), a

fim de preservar a vida dos espermatozoides “indefinidamente” (NINHAUS-
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SILVEIRA et al., 2007). O sucesso destas técnicas sdo bem estabelecidas
apenas para espermatozoides de algumas espécies de peixes, entretanto a
tecnologia para a criopreservacao e resfriamento de ovocitos e embrides de
tele6steos neotropicais ainda necessitam ser desenvolvidas e, seu
desenvolvimento representaria um salto no crescimento do setor da producao
piscicola (JAMIESON, 2009; NINHAUS-SILVEIRA et al., 2003, 2006).

O uso da criopreservagdo para 0 manejo em pisciculturas requer uma
metodologia simples, capaz de gerar altas taxas de sobrevivéncia embrionaria
e larval pés-descongelamento (ROBLES et al.,, 2009). O desenvolvimento
destas tecnologias revolucionara a reproducdo dos animais domeésticos, assim
como a reprodu¢cdo humana nas Ultimas décadas, representando uma
importante ferramenta para preservacdo do material genético materno e
paterno (germoplasma), para o transporte de material genético e para facilitar a
regeneracdo ou proliferacdo de linhas reprodutivas, além de prover uma
metodologia para salvar as variabilidades genéticas naturais (JAMIESON,
2009; PULLIN, 2003).

A possibilidade de estocar embribes sem uma data para utiliza-los
torna-se muito Util no manejo da reproducdo, uma vez que a aquicultura &
dependente dos periodos reprodutivos das espécies, que comumente
apresentam uma reproducao sazonal (ROBLES et al., 2009).

Criopreservagdo de espermatozoides é mais facil e muito mais bem
sucedido que o congelamento de embribes, contudo a criopreservacao de
embrides pode fornecer a Unica possibilidade de preservar o genoétipo de
machos e fémeas, assim como os componentes citoplasmaticos da populacdo
original, incluindo a importante contribuicio do DNA mitocondrial materno
(ROBLES et al.,, 2009). Contudo ha evidéncias que comprovam um grande
decréscimo na capacidade de fertilizacdo de espermatozoides congelados.
Espermatozoides de Black porgy (Acanthopagrus schlegelii), apds serem
criopreservados por 1, 7, 10 e 32 dias, apresentaram decréscimo em suas
taxas de fertilizacdo de 99.0, 93.2, 91.9 e 91.5% respectivamente. O sucesso
desta biotecnologia depende principalmente da prote¢do contra as crioinjurias
durante o congelamento e descongelamento (JAMIESON, 2009), mantendo
uma alta integridade do material biolégico, o que viabiliza os processos de

fecundacéo e desenvolvimento pos-tratamento.
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1.1.2 Complexidade das estruturas embrionéarias

Em peixes, como em outros pequenos vertebrados, os ovos possuem
um polo vegetativo formado por uma grande quantidade de vitelo, quando
comparado com o seu volume total, e por um polo animal, que sofre clivagens
discoidais parciais apés a fertilizagdo. Os embrides sdo complexos sistemas
biolégicos com trés diferentes compartimentos: um grande vitelo, um
compartimento celular (o embrido propriamente dito) e o espaco perivitelinico.
O vitelo é cercado por uma camada sincicial ou periblasto e, 0 espaco
perivitelinico cerca estes compartimentos, limitado pela membrana coribnica
(Figura 1), formada pela proteina coreogenina (JARAMILLO et al.,, 2012;
ROBLES et al., 2009).

O tratamento sob-baixas temperaturas de alguns tecidos ou estruturas
bioldgicas requerem o uso de solucBes crioprotetoras especificas que tem a
funcdo de impedir a formacéo de cristais de gelo intra e extracelular protegendo
0s componentes celulares dos danos gerados pelas baixas temperaturas
(NEVES, 2008; ROBLES et al., 2003). Contudo, as estruturas particulares dos
embrides de peixes complicam a criopreservacao devido a diferentes fatores
como: um grande tamanho total e uma consequente baixa relacdo entre
area/volume dificultando o influxo e efluxo da agua e do crioprotetor necessario
para o processo de congelamento/descongelamento; uma grande quantidade
de vitelo; alta sensibilidade ao frio, e alta probabilidade de formacao de cristais
de gelo que promove a ruptura das membranas (NINHAUS-SILVEIRA et al.,
2008; ROBLES et al., 2009). Além disso, os diferentes compartimentos diferem
nas propriedades de permeabilidade; e finalmente, as membranas ao redor do
embrido, que possuem diferentes taxas de osmolaridade e representam
barreiras dificultando a troca da agua pelos crioprotetores (ROBLES et al.,
20009).
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Figura 1 - Compartimentos embrionarios

Fonte: Elaboracao do proprio autor.

Um adequado equilibrio entre a agua e os crioprotetores € considerado a
chave no processo de criopreservacdo, e muitos esforcos tém sido realizados
no estudo da permeabilidade dos embribes e no desenvolvimento de métodos
para a permeabilizacdo dos embrides. A membrana coridnica € primeira
camada semipermeavel, que mesmo permitindo a entrada de agua e outras
pequenas moléculas, como o DMSO, aumenta o tempo necessario para a
difusdo destas substancias, tornando necessario o aumento do tempo de
exposicdo do material biolégico ou da concentracdo dos crioprotetores.
Contudo, algumas espécies como o Danio rerio e o Prochilodus lineatus,
conseguem se desenvolver apos a retirada do cérion, podendo entéo facilitar a
entrada dos crioprotetores (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008; WESTERFIELD,
1993).

Os métodos aplicados para a avaliacdo da permeabilidade vao de

andlises de mudanca do volume sofrido pelos embribes submetidos a
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diferentes solucoes, testes de flutuacdo baseado na variagcdo de densidade
sofrido pelo embrido durante a adicdo do crioprotetor e a troca com a agua, o
uso de isétopos marcados, até analise com ressonancia magnética nuclear. A
maioria dos estudos considera os embrides como uma esfera homogénea
devido a dificuldade de avaliar as reais -caracteristicas dos varios
compartimentos e, relatar os dados de permeabilidade dos embrides sem
considerar as diferencas entre a blastoderme e o vitelo.

A avaliacdo da entrada dos crioprotetores separadamente nos dois
compartimentos indica que a permeabilidade da agua € similar no saco
vitelinico e na blastoderme, mas a permeabilidade do crioprotetor é
marcadamente maior na blastoderme que no saco vitelinico. Outros estudos
sobre a permeabilidade de diferentes crioprotetores indicaram que o metanol,
mas ndo DMSO ou Propilenoglicol (PROP), penetraram por todo embrido,
incluindo o saco vitelinico. Estes resultados revelaram que a camada sincicial
de vitelo e o saco vitelinico sdo as principais barreiras a permeabilidade
(ROBLES et al., 2005, 2009; SUZUKI et al.,1995).

1.1.3 Sensibilidade ao frio

Um dos fatores que dificultam o congelamento dos embrides de peixes é
a alta sensibilidade ao frio. Em funcdo disso, inumeros estudos foram
desenvolvidos para observar, em diferentes espécies, os danos causados aos
embrides quando submetidos a baixas temperaturas (DINNYES et al. 1998;
ZHANG; RAWSON, 1995), pois ela exerce uma grande influéncia no
metabolismo e no desenvolvimento ontogenético (GWO et al., 1995).

O congelamento lento, usualmente utilizado para criopreservacéo de
amostras bioldgicas, exige um progressivo resfriamento das amostras, de sua
temperatura fisiolégica a temperatura de congelamento, promovendo um
“supercooling” do material biol6gico antes de iniciar o processo de cristalizagcao
ou congelamento. Entretanto, as espécies neotropicais normalmente
apresentam uma alta sensibilidade as baixas temperaturas devido a inibicdo
dos processos metabodlicos e enzimaticos dos embrides, que prejudicam seu

desenvolvimento (DINNYES et al., 1998; GWO et al., 1995; NINHAUS-
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SILVEIRA et al., 2008; ROBLES et.al., 2003, 2009 ZHANG; RAWSON, 1995)
entretanto, o nivel da sensibilidade é uma caracteristica especifica e do estagio
embrionério, sendo comum verificar uma grande sensibilidade nos estagios
iniciais de desenvolvimento, seguido por um progressivo decréscimo ao longo
do desenvolvimento (DINNYES et al., 1998).

Apesar dos efeitos das temperaturas reduzidas, o resfriamento do
material biolégico préximo a 0°C pode ser efetuado, com certo grau de
tolerancia, quando utiliza-se tecnologias adequadas que preservem a
integridade do material biologico. Assim, o resfriamento, busca retardar o
desenvolvimento embrionario através de protocolos que preservem a
viabilidade dos embriGes por curtos periodos de tempo (ROBLES et al., 2009).
Desta forma, Gwo et al (1995) ao expor embrides de Zebrafish a temperatura
de 0°C por 18h ou 24 h em 1 M de metanol e 0,1 M de sacarose (SAC),
obtiveram taxas de sobrevivéncia de 88% e 82% respectivamente; este efeito
benéfico da solucédo crioprotetora pode ser util para superar a desvantagem
gue a sensibilidade ao frio representa para os embrides congelados (GWO et
al., 1995; ROBLES et al., 2009).

1.1.4 Crioprotetores

Os crioprotetores sdo substancias que permitem a reducéo das solucdes
a temperaturas abaixo de zero, sem que ocorra a formacao de grandes cristais
de gelo. Cada solucao, detem de um ponto crioscopico distinto, como o dimetil
sulféxido (DMSO) a — 19°C e o propileno glicol (PROP) a — 60°C. A reducéo do
ponto crioscopico da solucdo, faz com que o liquido entre em um estado de
“supercooling”, ou seja, apesar da reduzida temperatura a solugdo permanece
em estado liquido, promovendo um “salto” sob a faixa que ocorre a nucleacao
do gelo (0°C a -40°C) (CABRITA et al., 2003; SIGMA-ALDRICH, 2012).

Os crioprotetores sdo divididos em dois grupos: os que difundem através
das membranas celulares (dimetil sulféxido - DMSO, metanol - MET, propileno
glicol - PROP, glicerol - GLlI, etc.), conhecidos como crioprotetores internos e

0S que nado penetram na célula (inUmeros acucares e proteinas) que Sao 0s
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crioprotetores externos, realizando a manutencéo da pressdo osmotica (Figura
2). (JAMIESON, 2009; STREIT-JR et al., 2007; ZHANG; RAWSON, 1995).

Uma das informacdes basicas para o desenvolvimento de um protocolo
de criopreservacdo é a toxicidade dos agentes crioprotetores sobre a amostra
em estudo, que aumenta junto ao tempo de exposicdo, a temperatura da
solucdo, a concentracdo, as propriedades quimicas dos crioprotetores e o
estagio embrionério da espécie, refletindo a necessidade dos estudos de
toxidez para cada espécie em particular (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008;
ROBLES et al., 2004, 2009; SUZUKI et al., 1994; ZHANG; RAWSON, 1995).

Figura 2 - Atuacéo dos crioprotetores em embrides de peixes.

Fonte: Elaboracéo do préprio autor.

Segundo Suzuki et al. (1994) o DMSO é um melhor crioprotetor para as
células germinativas que o glicerol, provavelmente porque sua taxa de difusao,
através das membranas celulares, ocorrem mais rapido, um processo que €
muito menos dependente da temperatura para o DMSO que para o glicerol.
Nos embrides de peixes sua concentragcdo interna sofre um aumento
significativo nos primeiros 10 minutos de imersédo na solucdo, e posteriormente
uma redugdo no intervalo de 10 a 20 minutos, que finalmente vai
gradativamente aumentando novamente até equilibrar as concentracdes

internas e externas. Contudo, propriedades de ativacdo génica deste
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crioprotetor tem sugerido cuidado no seu uso para embridées humanos e efeitos
genéticos na criopreservacdo de embrides de peixes requerem maiores
investigagdes. Os efeitos toxicos do DMSO tém sido verificados quando usado
em altas concentracdes ou quando o tempo de exposicdo € estendido
(JAMIESON, 2009; NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008; ROBLES et al., 2005).
Contrapondo-se ao crioprotetor de baixo peso molecular, o glicerol € o menos
toxico dos crioprotetores, mas 0 menos permeavel as membranas
fosfolipidicas. Assim, o seu uso tende a demorar mais para equilibrar as
concentragcbes intra e extracelulares, aumentando a probabilidade de
crioinjurias a partir estresse osmotico. J& o metanol foi considerado como o
mais toxico dos crioprotetores e foi estabelecido completamente ineficaz na
criopreservacao de espermatozoides de algumas espécies (JAMIESON, 2009).
Contudo, Zhang e Rawson (1995) descreveram que 0 metanol gerou
resultados mais eficazes que o DMSO no resfriamento dos embrides de
Zebrafish, enquanto que para o Piaractus mesopotamicus, os resultados foram

melhores utilizando o metanol associado a sacarose (STREIT-JR et al., 2007;).

Alguns autores (NEVES, 2008; ROBLES et al., 2003, 2004) relatam que
a associacdo de diferentes crioprotetores promove melhores resultados no
tratamento de resfriamento, sendo os oligossacarideos, como a sacarose,
detentores de resultados mais efetivos que os monossacarideos (glicose). Este
fato possivelmente esta associado a sacarose ter um efeito adicional de
protecao celular sobre outros acucares de cadeia mais simples, por provocar
uma maior desidratacdo nos embrides e aumenta a viscosidade média do
meio, evitando assim a formacao de cristais de gelo (NEVES, 2008; ROBLES
et al., 2003, 2004; STREIT-JR et al., 2007).

Desta forma, entendemos que este estudo visou fornecer informacdes
importantes para compreendermos 0S varios processos bioldgicos que
envolvem o desenvolvimento de tecnologias para a crioconservacao dos
embrides de teledsteos, fato este ainda n&o foi descrito com éxito na literatura.
Assim objetivamos descrever um protocolo viavel para crioconservacdo de
embrides de peixes neotropicais avaliando a toxicidade dos crioprotetores e a

sensibilidade do material biolégico as baixas temperaturas.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivos gerais

Descrever um protocolo viavel para a crioconservacdo de embrides de

peixes neotropicais.

1.2.2 Objetivos especificos

» Avaliar a resisténcia de trés fases embrionarias de Prochilodus lineatus

as baixas temperaturas (se¢ao 1).

» Avaliar a melhor concentracdo crioprotetora sobre o desenvolvimento

embrionério de Prochilodus lineatus (secéo 1).

» Descrever um protocolo de vitrificacao efetivo (secao 2).

» Avaliar os danos externos e internos dos embrides expostos aos

tratamentos criogénicos (secéo 1 e 2).

1.3 MATERIAL E METODOS

1.3.1 Embrides

Os embrides de Prochilodus lineatus foram obtidos por reproducéo
artificial de exemplares adultos e maduros do plantel de reprodutores existente
no Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Peixes Continentais -
CEPTA/ICMBIO, Pirassununga, Sdo Paulo. Os gametas (Figuras 32a e 32b)
foram obtidos por massagens abdominais de animais com caracteristicas
reprodutivas secundarias de peixes migradores, como ventre abaulado e
macio, orificio urogenital avermelhado e intumescido e os machos liberando

sémen com uma leve pressdo no abddémen. Posteriormente, eles foram



35

induzidos com injecBes intra-celomaticas de uma solucdo de GnRHmM
associada ao inibidor da dopamina, o metoclopramide (Ovopel — D-Ala® Pro®
Net-mGnRH), na posologia utilizou-se duas doses nas fémeas (0,5 e 5,0
mg/Kg), com um intervalo de 10 horas, e dose Unica aos machos (1,0 mg/Kg),
coincidindo com a segunda da fémea.

Na fertilizagao, foi utilizado o método “a seco” (Figura 32c), no qual os
odcitos foram misturados ao sémen sem contato com a agua, e posteriormente
adicionado agua para ativacdo dos espermatozoides e hidratando os embrides
(Figura 32d). Apés a lavagem e retirada do excesso de sémen, os embrides
foram depositados e mantidos em incubadoras verticais de 60 litros com fluxo
continuo de agua a uma temperatura média de 26°C. Para o experimento,
foram utilizadas um pool de oocitos de 4 fémeas de 1300 g cada e trés
machos de 350 g cada para obtencdo dos embrides, visando desta forma,
mitigar um possivel erro nos resultados obtidos decorrentes das caracteristicas
genéticas dos espécimes escolhidos.

Para os futuros testes, os embrides foram selecionados (Figura 33b),
retirando com a ajuda de uma pipeta Pasteur descartavel todos os embrides
inviaveis (Mortos) (Figura 33a). Para cada amostragem experimental posterior,
estimou-se por 10 (dez) contagens consecutivas uma média de 139 + 11
embrides, que correspondem ao volume de 10 mL em um Becker de 25 mL
(Figura 34). Dois estagios e trés fases embrionérias foram avaliadas:
Gastrulacéo (fechamento do Blastéporo) e Organogénese com 6 e 20 somitos.

A incubacéo dos embrides foi realizada em incubadoras de PVC (Anexo
4a e 4b) montadas através de anéis de tubos de cloreto de polivinila-PVC de
100 mm de didmetro e 10 cm de altura, tendo uma de suas extremidades
recobertas com uma fina tela de polietileno com diametro de 0,45 pum entre nos,
gue permite o fluxo continuo de agua, mas evita a saida dos embrides e larvas.
Em sua face livre, foram fixados dois flutuadores (espuma ou isopor) que
proviam a flutuacdo e a estabilidade das incubadoras nos tanques de fluxo

continuo (Figura 35b).
1.3.2 Coleta

Os embribes expostos aos testes de resfriamento foram coletados apés
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12 h de desenvolvimento em tanques de fluxo de agua continuo, enquanto que

os embrides vitrificados foram coletados logo apos o descongelamento.

1.3.3 Analise Morfoldgica

As amostras foram fixadas, logo apds os experimentos, em solucdo de
paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a 2% em tampéao fosfato Sorensen 0,1 M
pH 7,2 (Karnovsky), por um periodo de vinte e quatro horas. Cada amostra
embriondria coletada foi analisada e fotografada “in toto” em
estereomicroscopio Leica M212 com sistema de foto MOTICAM 2500 — 5.0
MPixel USB 2.0, com o objetivo de avaliar suas caracteristicas morfologicas
como tamanho corpoOreo, curvatura da coluna, vesicula optica e Otica e

nadadeiras embrionarias.

1.3.3.1  Microscopia de luz

As amostras foram fixadas em solucdo de paraformaldeido a 4% e
glutaraldeido a 2% em tampéo fosfato Sorensen 0,1 M pH 7,2 (Karnovsky),
“over night”. Depois de fixado, o material permaneceu em alcool 70% por 24h
seguido por um banho em &lcool 95% por mais 4 h, visando a desidratacao do
material. Posteriormente, iniciou-se um processo de infiltracdo dos embribes
por uma solucédo de resina mais alcool por 5 h, seguido por uma imersdo em
resina pura, “over-nigth". Apés a infiltragdo, a inclusdo ocorreu em metacrilato
glicol (Historesina Leica), o que permitiu uma melhor preservacéo estrutural do
embrido. Para a confeccdo das laminas histologicas, o material bioldgico, ja
incluido, foi submetido a cortes de 3 e 5 um de espessura, obtidos em um
micrétomo equipado com navalha de vidro LEICA RM 2245. Os cortes assim
preparados foram observados ao Microscopio optico Zeiss Axio Scope Al e
fotografadas com maquina fotografica Axiocam MRc5. As amostras foram
fixadas, processados e analisadas no Laboratério de Ictiologia Neotropical
(L.I.NEO), do Departamento de Biologia e Zootecnia, FE, UNESP, Campus de

IIha Solteira.
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1.3.3.2 Coloragoes

Utilizou-se como metodologias tintoriais os protocolos de azul de
toluidina, hematoxioina-eosina, acido periddico de Schiff (PAS), Metanil Yellow,

Hematoxilina (Apéndice B).

1.3.3.3  Microscopia eletronica de Varredura

Os embrides foram fixados em solucdo de Glutaraldeido 2,5%,
permanecendo em geladeira até o momento da desidratacdo, e posteriormente
encaminhada para o processamento no Centro de Microscopia Eletronica do
instituto de Biociéncias da UNESP, Campus de Botucatu. A desidratacao
ocorreu em série crescente de alcool, passando pelas concentragcbes de 7,5,
15, 30 e 50% em dois banhos de 10 minutos cada, 70, 80, 90% com dois
banhos de 15 minutos cada e 100% em dois banhos de 10 minutos. A secagem
foi em aparelho de Ponto Critico Balzers Union, utilizando CO, liquido, seguido
pela montagem dos embribes em bases metalicas de aluminio (stubs),
posteriormente, foram metalizadas com ions ouro-paladio em um Metalizador
MED 010 da Balzers Union. O material foi examinado e elétron-micrografado
em Microscopio Eletrénico de Varredura SEM QUANTA 200, no Centro de
Microscopia Eletrébnica do instituto de Biociéncias da UNESP, Campus de

Botucatu.

1.3.3.4  Microscopia eletrdnica de Transmiss&o

Os embrides foram fixados em solucdo de paraformaldeido a 4% e
glutaraldeido a 2% em solucdo de tampéo fosfato Sorensen 0,1 M pH 7,2
(Karnovsky), sendo encaminhados para o processamento no Centro de
Microscopia Eletronica do instituto de Biociéncias da UNESP, Campus de
Botucatu. O material foi lavado em trés banhos de 15 minutos em solucdo de
tampéo fosfato a 0,1 M com pH 7,4, sendo, posteriormente, pos-fixado em
solucdo de Tetroxido de 6smio a 1% por 2 horas, lavados trés vezes em agua

destilada por cinco 5 minutos cada, contrastados em solucdo aquosa de
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acetato de uranila 0,5% por 2 horas, desidratacdo em uma sequéncia

crescente de solugdo de acetona e incluidos em Resina Epoxi (Araldite).

Os Cortes ultrafinos foram colhidos em grades de cobre, contrastados em
acetato de uranila, lavados em alcool 50% e recontrastados com citrato de
chumbo. Os cortes assim preparados foram analisados e elétron-micrografados

ao Microscopio eletrdnico de transmisséo Phillips-CM100.

1.3.4 Imagens

Os experimentos exterior ao Laboratorio de Ictiologia Neotropical (Lineo)
foram fotografados por meio de uma camera digital Sony Cyber-Shot DSC-H50;
enquanto que os esquemas foram produzidos através do programa Google
SketchUp Pro 8.

1.3.5 Analise estatistica

Todos os tratamentos foram realizados inteiramente ao acaso com trés
repeticbes, contando com 139 + 11 embrides cada amostra. Em cada uma das
amostras estimou-se o numero de Larvas vivas (LV) e o numero de larvas
inviaveis (LI), sendo considerados como larvas inviaveis as que apresentavam
notocorda com curvatura e corpo reduzido. Para verificar o nivel de interacao
entre as variaveis foi utilizado o programa estatistico SISVAR 5.3 (Build 75 -
2010), aplicando-se um teste de ANOVA, ao nivel de 5% de significancia (o=
0,05) e teste de Scott-Knott para as variaveis que apresentaram diferencas

significativas.
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2 SENSIBILIDADE DE EMBRIOES DE Prochilodus

lineatus AO FRIO E AOS CRIOPROTETORES

(Relacionado aos objetivos 1, 2 e 4)
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2.1 RESUMO

A criopreservacdo de embriGes de peixes neotropicais ainda € uma
técnica muito complexa e com poucos resultados favoraveis devido a alta
sensibilidade as baixas temperaturas e a toxicidade das solugcdes
crioprotetoras. Assim, objetivou-se estabelecer um protocolo viavel para o
resfriamento de embrides de peixes neotropicais utilizando como modelo
bioldégico Prochilodus lineatus. Os embrides foram avaliados quando a sua
sensibilidade as temperaturas de 0 e 5°C por 12 horas, a toxicidade dos
crioprotetores DMF 5 M, DMSO 5 M, PROP 5 M e GLI 5 M e aos protocolos de
resfriamento nos estagios de gastrulagcdo (fechamento do blastéporo) e
organogénese com seis e vinte somitos. A retirada da membrana coridnica né&o
demonstrou nenhuma influéncia significativa sobre o desenvolvimento
embrionario de Prochilodus lineatus; contudo, o material biolégico demonstrou
uma alta sensibilidade as baixas temperaturas nas fases iniciais de
desenvolvimento, sendo reduzida nos estagios embrionarios posteriores;
assim, a fase de organogénese com 20 somitos apresentou a menor
sensibilidade ao frio. Dentre as solu¢des crioprotetoras avaliadas, o propileno
glicol foi o crioprotetor que deteve a menor toxicidade sendo uniforme em todas
as fases embrionarias; entretanto, apesar dos resultados obtidos pelo propileno
glicol, a toxidez dos crioprotetores também variou inversamente ao tempo de
desenvolvimento embrionario, sendo menor nas fases com maior tempo de
desenvolvimento. Os tratamentos de resfriamento apresentaram altas taxas de
sobrevivéncia nas fases de organogénse, contudo, quase que em sua
totalidade, essas larvas apresentavam graves defeitos de ma-formacédo como
coluna torta, dimensdes reduzidas do corpo e uma natacdo pouco vigorosa,
concluindo assim que nenhuns dos protocolos aqui empregados séo viaveis
aos embrides do curimbata. Assim concluimos que os embrides de P. lineatus
apresentam menor sensibilidade ao frio e grande toxicidade aos crioprotetores
nas fases mais adiantadas de desenvolvimento embrionario, sendo inviavel,
com o0s protocolos apresentados, uma tecnologia de resfriamento para

embrides de curimbata.
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2.2 INTRODUCAO

A criopreservacdo de embrides de peixes ainda é uma técnica muito
complexa e com poucos resultados favoraveis. Algumas caracteristicas
embrionarias como uma grande relacdo entre a area do embrido e o seu
volume, diferenca de permeabilidade de suas membranas, alta sensibilidade
dos embrides as baixas temperaturas e um complexo sistema de
compartimentos (espaco perivitelino, vitelo, camada sincicial de vitelo e
blastoderme) facilitam a nucleacdo de cristais de gelo alterando as
caracteristicas morfofisiologicas embrionarias (HAGEDORN et al.,1997, 1998;
ROBLES et al., 2009).

Assim, o tratamento sob baixas temperaturas de alguns tecidos ou
estruturas biologicas requerem o0 uso de especificas solugbes crioprotetoras,
gue ao difundir-se para o interior celular, inibem a formacé&o dos cristais de gelo
protegendo os componentes celulares (NEVES, 2008). Essas substancias
agem reduzindo o ponto crioscépico de uma solucdo, permitindo o néao
congelamento das solugdes aquosas em uma faixa de temperatura abaixo de
zero grau (“supercooling”) (GWO et al., 2009; ROBLES et al., 2003). Baseados
na acao dos crioprotetores, estas solugbes sdo divididas em dois grupos: os
que se difundem através das membranas celulares (crioprotetores internos)
como o dimetil sulféxido, metanol, propileno glicol (PROP), glicerol (GLI), entre
outros; e as solugcbes que atuam externamente a membrana plasmatica como a
sacarose, a gema de ovo, entre outros (crioprotetores externos) e realizam a
manutenc¢do da pressdo osmotica e ajudam a impedir as injurias provocadas as
membranas (GWO et al., 2009; PALASZ et al., 2000; STREIT-JR et al., 2007,
ZHANG; RAWSON, 1995).

A concentracdo do crioprotetor é a chave dos processos de
criopreservacao, pois torna-se necessario uma concentracdo (osmolaridade) da
solucdo crioprotetora que previna o0s danos causados pelas baixas
temperaturas impedindo a nucleacdo dos cristais de gelo, e que nao seja
deletéria aos embrides. Desta forma, muitos sdo os estudos sobre a

permeabilidade dos embrides e sobre o desenvolvimento de métodos para a
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permeabilizacdo dos embrides (HARVEY et al.,, 1983; NEVES et al. 2012;
NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008; ROBLES et al., 2009; SUZUKI et al., 1995).

A concentracdo de substancias crioprotetoras antes de atingir a sua
estabilidade interna no embrido de zebrafish sofre uma variacdo em que sua
concentracdo aumenta significativamente nos primeiros 10 minutos apés a
imersao na solucdo, contudo, entre os dez e vinte minutos seguintes sofre uma
reducdo gradativa seguida por um lento aumento até atingir o equilibrio entre a
solucdo do meio interno e externo (ADAM et al., 1993). A velocidade de
penetracdo dos crioprotetores depende da diferenca de concentracédo externa e
interna das substancias, sua area de superficie e seu coeficiente de
permeabilidade. Junto a difusdo dos crioprotetores, observa-se a saida da agua
através das membranas do embrido devido a uma pressdo osmética durante os
primeiros periodos pés-imersdo; uma crenacdo do volume embrionério pode
ser verificado (SUZUKI et al., 1995).

Os métodos aplicados para a avaliacdo da permeabilidade vao de
andlises de mudanca do volume sofrido pelos embriGes submetidos a
diferentes solucgOes; testes de flutuacdo baseado na variagdo de densidade
sofrida pelo embrido durante a adicdo do crioprotetor e a troca com a agua; o
uso de is6topos marcados (**C e ®H) e até analise com ressonancia magnética
nuclear (CABRITA et al., 2002; HARVEY et al., 1983). A maioria dos estudos
consideram os embrides como uma esfera homogénea devido a dificuldade de
avaliar as caracteristicas dos varios compartimentos, e relatar os dados de
permeabilidade dos embrides sem considerar as diferengas entre o
blastoderme e o vitelo (CABRITA et al., 2003). A avaliacdo da entrada dos
crioprotetores separadamente nos dois compartimentos indica que a
permeabilidade da agua é similar no saco vitelinico e na blastoderme, mas a
permeabilidade do crioprotetor € marcadamente maior na blastoderme que no
saco vitelinico (CABRITA et al., 2002). A primeira camada a representar uma
barreira a difusdo dos crioprotetores é a membrana coribnica, que tem a funcao
de protecdo mecanica para o embrido, e que alguns autores buscam retira-las,
através do uso de solucdes enzimaticas de Pronase, antes dos passos da

crioconservacédo, sem demonstrar alteracdo significativa ao desenvolvimento
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embrionario (CABRITA et al., 2003; NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008; ROBLES
et al., 2009). Contudo, estudos sobre a permeabilidade de alguns crioprotetores
internos e da conservacdo das ultraestruturas embrionarias pos-
criopreservacao indicaram que a camada sincicial de vitelo e o saco vitelinico
sdo as principais barreiras a permeabilidade (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008;
SUZUKI et al.,1995; ROBLES et.al., 2005, 2009).

A sensibilidade dos embrides ao frio € um dos fatores que dificultam os
tratamentos de crioconservacdo. Em funcdo disso, indmeros estudos foram
desenvolvidos para observar, em diferentes espécies, os danos causados aos
embrides quando submetidos a baixas temperaturas (DINNYES et al. 1998;
ZHANG; RAWSON, 1995). A temperatura exerce uma grande influéncia no
metabolismo e no desenvolvimento ontogenético (GWO et al., 1995), contudo
essa sensibilidade é especifica da espécie e do tipo de célula. Em todas as
espécies estudadas uma grande sensibilidade ao frio foi observada nos
estagios iniciais de desenvolvimento que progressivamente decresce durante o
desenvolvimento, pois as taxas de eclosdo pos-resfriamento sdo inversamente
proporcionais as baixas temperaturas e ao tempo de exposicdo (DINNYES et
al., 1998). A grande sensibilidade para baixas temperaturas foi relatada pela
inibicdo dos processos metabdlicos e enzimaticos, que podem ser prejudiciais
para o rapido desenvolvimento dos embrides (GWO et al., 1995; DINNYES et
al.,, 1998; NINHAUS-SILVEIRA et al.,, 2008; ROBLES et.al., 2003, 2009;
ZHANG; RAWSON, 1995).

Por sua vez, as solucdes crioprotetoras que tem como funcao evitar os
danos oriundos das baixas temperaturas, podem tornar-se deletérias ao
desenvolvimento embrionario dependendo do tempo de exposicao,
temperatura e concentracdo das solugdes crioprotetoras, sendo o efeito de
cada crioprotetor espécie-especifico e dependente de suas propriedades
guimicas e do estagio embrionéario exposto. (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008;
ROBLES et al., 2004, 2009; SUZUKI et al., 1994; ZHANG et al., 2004; ZHANG;
RAWSON, 1995). Alguns protocolos descritos relatam a associacdo de
diferentes crioprotetores (internos e externos) promovendo melhores resultados
no tratamento de resfriamento, e que, os oligossacarideos, como a sacarose,

geram resultados mais efetivos que os monossacarideos (glicose). Este fato
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pode estar relacionado a sacarose ter um efeito adicional de protecéo celular
sobre outros acucares de cadeia mais simples, por provocar uma maior
desidratacdo nos embriées aumentando a viscosidade média, evitando assim a
formacdo de cristais de gelo (NEVES, 2008; ROBLES et al., 2003, 2004;
STREIT-JR et al., 2007).

Desta forma, este trabalho teve como objetivos avaliar a sensibilidade de
embriBes de P. lineatus, em diferentes fases embrionarias, ao frio e a solu¢des

crioprotetoras.

2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Embrides

Descrito na etapa anterior do trabalho.

2.3.2 Avaliacéo da retirada do Corion

Avaliou-se, no estdgio de gastrulacdo, o efeito da retirada do cérion
sobre o desenvolvimento embrionario do Prochilodus lineatus. Desta forma,
guatro amostras de embribes foram depositadas em incubadoras-PVC; e
expostos a uma solucdo aquosa de Pronase-E (Sigma-Aldrich) a 0,15 mg/mL
por um periodo de dez segundos (Figura 3). Enquanto que, o controle foi
realizado com quatro amostras de embrides depositadas em incubadoras-PVC

e levadas aos tanques de 1000 L para continuar seu desenvolvimento.
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Figura 3 — Organograma da extracdo da membrana corionica.

Fonte: Elaboracao do préprio autor.

2.3.3 Teste de sensibilidade ao frio

Os embrides foram acondicionados em beckers de 250 ml juntamente a
150 ml de agua do ambiente e levados a duas incubadoras do tipo B.O.D.-
Cienlab, onde permaneceram por um periodo de 12 h as temperaturas de 5 e
0°C, sem a presenca de qualquer substancia crioprotetor (Figura 4). Apos este
periodo, todas as amostras foram depositadas em incubadoras-PVC e
depositadas em tanques de 1000 L para continuar seu desenvolvimento. O
controle foi realizado mantendo o desenvolvimento dos embrides a temperatura

ambiente.
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Figura 4 - Organograma do teste de Sensibilidade ao Frio.

Legenda: Temperatura de 0°C e 5 °C, o controle a temperatura
ambiente 26°C. Fonte: Elaboracéo do proprio autor.

2.3.4 Teste de toxicidade

Os embrides foram acondicionados em incubadoras-PVC e expostos a
quatro séries de solucdes crioprotetoras; cada teste foi inicializado com a
retirada do Corion, através da enzima Pronase-E, ap0s o qual seguiam por
banhos de crescente molaridade do crioprotetor principal e posteriormente com
uma associacao de crioprotetores externo e interno(s) (Figura 5 e 36). Por fim,
os embrides foram lavados em agua corrente e acondicionados em tanques de

fluxo continuo de 1000 L, para continuar seu desenvolvimento embrionario por
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um periodo de doze horas. O experimento foi controlado realizando todas as
etapas experimentais apenas com agua. Os crioprotetores avaliados foram:
Dimetil sulfoxido (DMSO), Propileno glicol (PROP) e Dimetil formamida (DMF)
da Sigma-Aldrich, Glicerol (GLI) da Merck e Sacarose (SAC) da Dinamica.

Figura 5 - Organograma do teste de toxicidade

Legenda: Dimetil sulfoxido (DMSO), Propileno glicol (PROP) e Dimetil formamida
(DMF), Glicerol (GLI) e Sacarose (SAC). Fonte: Elaboracao do préprio autor.

2.3.5 Resfriamento

Os embrides foram acondicionados em incubadoras-PVC e expostos a

trés séries de solucdes crioprotetoras (Figura 6). Cada teste foi inicializado com
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a retirada do corion, através da enzima Pronase-E; ap6s o qual, seguiam por
banhos de crescente molaridade do crioprotetor principal e terminavam com
uma associacdo de crioprotetores externo e interno(s), sendo utilizado como
crioprotetores internos o dimetilsulfoxido (DMSOQO), propilenoglicol (PROP) e a
dimetilformamida (DMF) e como crioprotetor externo a sacarose (SAC). Na
Ultima etapa, os embribes ainda embebidos na solucdo crioprotetora final,
foram depositados em beckers de 250 ml contendo 150 ml da solucdo e
armazenados, por um periodo de 12 h, em temperaturas de 0 e 5°C. Apés o
periodo de resfriamento, as amostras ainda nos beckers, foram aquecidas
gradativamente até igualarem-se a temperatura ambiente, sendo
posteriormente lavados em agua corrente e acondicionados em tanques de
fluxo continuo de 1000 L, para continuar seu desenvolvimento embrionario por

um periodo de doze horas.



Figura 6 - Organograma do teste de resfriamento de embrides.

Legenda: Fase embrionaria de organogénese com seis somitos e
organogénese com vinte somitos: Dimetil sulféxido (DMSO), Propileno glicol
(PROP) e Dimetil formamida (DMF). Fonte: Elaboracdo do préprio autor.
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2.4 RESULTADOS

2.4.1 Avaliacéo da retirada do Corion

A retirada da membrana coridnica, através da enzima Pronase-E, ndo
demonstrou nenhuma influéncia significativa sobre o desenvolvimento

embrionério de Prochilodus lineatus (p=0,65) (Figura 7).

Figura 7 - Grafico das médias de larvas eclodidas em relacéo aos
tratamentos de retirada da membrana coridnica.

Legenda: “a” indica médias estatisticamente iguais. Total de embrides por amostra é de
139 + 11. Fonte: Elaboracao do proprio autor.

2.4.2 Sensibilidade ao frio

Os embrides de P. lineatus, através de uma analise de variancia (a =
0,05), demonstraram uma alta significancia estatistica ao relacionarmos 0s
estagios embrionarios e as baixas temperaturas de armazenamento utilizadas
no processo de resfriamento (p < 0.0001). Os estagios de Gastrulacdo e

Organogénese com seis somitos foram uma altamente sensiveis a estocagem
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sob baixas temperaturas (0°C e 5°C), ndao demonstrando nenhuma diferenca
significativa entre os tratamentos. Contudo, na fase embrionaria de maior
desenvolvimento (organogénese com vinte somitos) observou-se uma elevada
resisténcia as baixas temperaturas. Por isso, quando expostos a temperatura
de 0°C (Figura 8), sua taxa de sobrevivéncia foi superior aos das fases mais
iniciais citadas e inferiores aos mantidos a temperatura de 5°C, que por sua
vez, a média de larvas vivas foi estatisticamente iguais ao controle

(desenvolvimento a temperatura ambiente) (Figura 9).

Figura 8 - Médias de larvas eclodidas expostas ao frio.

Legenda: G- gastrula; 6S- Organogénese com seis somitos; 20s- Organogénese com vinte
somitos; 5- temperatura de 5°C, 0- temperatura em 0°C. “a”, “b” e “c” indicam médias
estatisticamente iguais. Total de individuos por amostra é de 139 + 11. indice de correcdo: Raiz

quadrada de Y + 0.5 - SQRT (Y + 0.5). Fonte: Elaboracéo do proprio autor.
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Figura 9 - Médias de larvas eclodidas em relagdo aos tratamentos de
sensibilidade ao frio por fase de desenvolvimento embrionario.

Legenda: G- gastrula; 6S- Organogénese com seis somitos; 20s- Organogénese com vinte

somitos. “a”, “b” e “c” indicam médias estatisticamente iguais. Total de individuos por amostra

é de 139 + 11. (indice de corre¢do: Raiz quadrada de Y + 0.5 - SQRT (Y + 0.5)). Fonte:
Elaboracao do préprio autor.

2.4.3 Toxicidade

No experimento de toxicidade, foi observado uma alta significancia entre
a toxicidade dos crioprotetores e as fases de desenvolvimento embrionario
(p=0.0043). Ao isolar as larvas vivas oriundas dos tratamentos,
independentemente dos crioprotetores avaliados, observou-se gque a toxicidade
dos crioprotetores é inversamente proporcional ao tempo de desenvolvimento
embrionério, sendo a fase de Organogénese com vinte somitos a mais
resistente, seguida pela Organogénese com seis Somitos e Gastrulacdo
(Figura 10).

Distinta acéo toxica foi produzido pelos crioprotetores. Ao isolarmos as
solucdes crioprotetoras sem a diferenciacdo das fases embrionarias,

averiguamos que o GLI e a DMF possuem similar toxicidade, e foram mais
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nocivos ao desenvolvimento dos embrides de P. lineatus do que os outros dois

crioprotetores, DMSO e PROP, igualmente toxicos ao organismo (Figura 11).

Ao avaliarmos os tratamentos como um todo, ou seja, as fases
embrionarias associadas aos crioprotetores, averiguou-se que, com excecao
da DMF, em que foi baixa a taxa de sobrevivéncia ao longo de todas as fases
embrionérias. Associado a este fato, apenas na fase de Organogénese com 20
somitos, as médias foram estatisticamente iguais ao controle com a utilizacdo
do DMSO e PROP (Figura 12).

Figura 10 - Médias de larvas eclodidas em relacdo aos tratamentos de
toxicidade por fase de desenvolvimento embrionario.

Legenda: G- géstrula; 6S- Organogénese com seis somitos; 20s- Organogénese com vinte
somitos. “a” e “b” indicam médias estatisticamente iguais. Total de individuos por amostra é de
139 + 11. (indice de correcdo: Raiz quadrada de Y + 0.5 - SQRT ( Y + 0.5)).Fonte: Elaboracio

do préprio autor.
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Figura 11 - Grafico das médias de larvas eclodidas relacionado aos diferentes
crioprotetores

Legenda: Dimetil sulfoxido (DMSO), Propileno glicol (PROP) e Dimetil formamida (DMF) e
Glicerol (GLI). “a” e “b” indicam a comparacéo entre as médias geradas no teste de Scott-Knott,
sendo que letras iguais indicam médias estatisticamente iguais. Total de individuos por amostra
é de 139 + 11. (indice de correcdo: Raiz quadrada de Y + 0.5 - SQRT ( Y + 0.5)). Fonte:
Elaboracao do préprio autor.
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2.4.4 Resfriamento

Os tratamentos de resfriamento avaliados foram altamente significantes
(p < 0,0001) ao serem submetidos a analise de variancia (a=0,05). Elevadas
taxas medias de sobrevivéncia, foram obtidas nos tratamentos resfriados a
5°C, em todas as fases de desenvolvimento. O PROP né&o diferiu
estatisticamente do controle em todas as fases de desenvolvimento, enquanto
gue o DMSO e a DMF apresentavam melhor resultado nas fases finais de
desenvolvimento (Organogénese com seis somitos e vinte somitos) (Figura 13),
guando comparado ao estagio de Gastrulacdo No resfriamento a 0°C, todos os
crioprotetores permitiram uma melhor taxa de sobrevivéncia embrionéria
conforme aumentava o tempo de desenvolvimento embrionario, ou seja, quanto
mais desenvolvido o embrido maior sua resisténcia ao frio e aos crioprotetores.
No estagio de organogénese com seis somitos, tratado com o propilenoglicol

(PROP), ocorreu semelhanca estatistica com o controle (Figura 13).

Contudo, apesar das altas taxas de larvas vivas, quase que sua
totalidade apresentaram deformidades que, possivelmente, inviabilizariam seu

desenvolvimento normal (Figura 14).

As andlises morfoldgicas evidenciam inumeras alteracfes estruturais
graves pos crioconservacgdo. Externamente, apds o tratamento de resfriamento,
as principais deformidades encontradas foram corpos de tamanho reduzido
(Figura 15f) e/ou tortos (Figuras 15c¢ e 15d) com nadadeiras embrionarias
(Figura 16a) apresentando crescimento descontrolado formando massas
celulares anormais (Figura 16b). Doze horas apds a ecloséo, estruturas como
narinas (Figuras 17a, b e c), vesicula 6tica (Figura 21b) e Optica (Figuras 18a e
19a) estdo formadas em larvas de Prochilodus lineatus, contudo, apds o0s
processos de crioconservacao essas estruturas apresentavam malformacoes
(Figuras 17a, 18b, 19b, e 21b) e uma alta concentracao de células com nucleo
alterado, aumento de volume e uma alta reacdo a eosina (Figuras 19b, 20a,
20b e 21a); essas células, também se fizeram presentes, em alto nimero, no

encéfalo (Figuras 20a-b e 21a) e na musculatura.
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Figura 15 - Morfologia externa das larvas de Prochilodus lineatus.

Legenda: A, B e E — Larvas controle; C, D e F — Larvas inviaveis. A a D Coloragdo de
Hematoxilina, escala de 100um; E e F MEV, escala de 1mm . CR — corpo reduzido; s
corpo torto. Fonte: Elaboracgdo do préprio autor.
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Figura 17 -- Morfologia das larvas de Prochilodus lineatus.

Legenda: A, B e C— Corte Transversal da regido cranial (Narinas). A — Narina controle, corado
em H.E., escala de 50um; B — Narina com ma-formacéao, corado em PAS, escala de 20um; C -
Narina controle, MEV, escala 50um. Seta vermelha - cilios sensoriais; na — narina; cabeca de
seta célula necrotica.

Corte transversal regido cefélica

Fonte: Modificado de Ninhaus-Silveira, 2004.
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Fonte: Elaboracéo do préprio autor.
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Figura 20 - Morfologia das larvas de Prochilodus lineatus.

Legenda: A e B — Corte Transversal da regido cranial (Encéfalo). A — Regido cranial, corado
em H.E., escala de 20um; B — Encéfalo, corado em H.E, escala de 20um. NO — notocorda;

Cabeca de seta — células necréticas (altamente corada com eosina) e E — encéfalo;

Corte longitudinal — vis&o da regido cranial.

O e

L e e i e e e .

Fonte: Modificado de Ninhaus-Silveira, 2004.
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Fonte: Elaboracédo do préprio autor.
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Figura 21 - Morfologia das larvas de Prochilodus lineatus.

Legenda: A e B — Corte Transversal da regido cranial (Vesicula 6tica). A — Vesicula 6tica (ma-
formacao), corado em H.E., escala de 20um; B — Regido cranial (controle), corado em Azul de
toluidina, escala de 100pum. Cabeca de seta — células necréticas (altamente corada com
eosina); VOT — Vesicula 6tica; MA — macula; OT — otdlito; VOP — Vesicula Optica e CSV —
camada sincicial de vitelo.

Corte longitudinal — vis&o da regido cranial.

O e

L e e i e e e .

Fonte: Modificado de Ninhaus-Silveira, 2004.
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Fonte: Elaboracao do proprio autor.
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O vitelo foi entre as estrutura a que mais apresentou deformidades,
sofrendo um processo de retragdo (Figuras 22a, 22b e 23a) e alteracdo
morfolégica de seus glébulos (Figura 27a). Sua retracdo levou, por varias
vezes, a perda de contato entre o vitelo, a camada sincicial do vitelo
(Periblasto) (Figura 23a) e o embrido, gerando desta forma, espacos entre as
membranas (Figura 23a).

O processo de crenacéo (reducédo de volume) causou, em alguns casos,

a ruptura da membrana vitelina (Figura 23c).

A camada sincicial de vitelo (Periblasto - CSV) apresentou lacunas
anormais em sua estrutura (Figura 23d) e através da andlise ultraestrutural,
pode-se obsevar que a CSV apresentou-se mais elétron densa (Figura 27d)
com um aspecto desorganizado e com a presenca de nucleos com a cromatina
alterada e/ou destruidos (Figura 27b); além disso, foram observados globulos
de vitelo com morfologia normal (Figura 27a), alguns com coloracdo e

consisténcia alterada e outros desintegrados (Figura 27a).

A notocorda apresentou um formato sinuoso (Figura 28) e a membrana
basal que reveste esta estrutura, e que reagiu com a coloracédo de PAS nas
larvas controle (Figuras 24a e 24b), ndo detinha uma uniformidade aparente ao

longo da estrutura (Figuras 24d e 26b).

Na formacdo da musculatura (Figuras 25a e 24c) muitas regides
apresentavam células se fundindo de forma desalinhada (Figuras 24c e 25b) o

gue culminou na formagé&o de somitos desalinhados (Figura 25b).

As estruturas como somitos e tubo neural, a endoderme e a ectoderme

apresentaram nucleo e mitocéndrias integras (Figuras 27e - f).
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O corte transversal da larva permitiu verificar a existéncia de uma
camada que reage ao PAS e que une dois tipos de musculatura larval (Figuras
24b e 26a), contudo, apos os tratamentos de resfriamento, essas musculaturas

nao apresentavam uma divisdo clara. (Figuras 24d e 26b).
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Figura 22 - Morfologia externa das larvas de Prochilodus lineatus.

Legenda: A e B — Larva com retra¢@o no vitelo, Coloragdo de Hematoxilina A - escala de
100pm, B — escala 500pm MEV. Seta dupla - retracéo do vitelo.



Fonte: Elaboracao do proprio autor.
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Figura 23 - Morfologia das larvas de Prochilodus lineatus.

Legenda: A a D — Corte Transversal da regido mediana (Vitelo). A — Vitelo, corado em azul de
toluidina., escala de 200um; B — Camada sincicial de vitelo, corado em H.E, escala de 20um; C
— Rompimento da Membrana vitelina, coloracéo H.E., escala 20um; D — Camada sincicial de
vitelo, corado em azul de toluidina, escala 20um; E - Camada sincicial de vitelo, corado em
PAS; escala 50um. NO — notocorda; Dupla seta — retracao do vitelo e E — encéfalo; Asterisco
- Camada sincicial de vitelo; MR — Membrana rompida; VC — vacuolo;

Corte longitudinal — viséo da regiao cranial.

R SO

-

= % = n mm o mm a mm  owm

Fonte: Modificado de Ninhaus-Silveira, 2004.
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Fonte: Elaboracéo do préprio autor.
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Figura 25 - Morfologia das larvas de Prochilodus lineatus.

Legenda: A e B — Corte Longitudinal da regidao mediana (miémeros); A — Miomeros, corado em
PAS., escala de 20um; B — Miomeros, corado em Azul de toluidina (ma-formagao), escala de

20pm. M — miosepto; &—» _mioblasto.

Corte longitudinal — vis&do da regiao mediana

Fonte: Modificado de Ninhaus-Silveira, 2004.
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Fonte: Elaboracao do proprio autor.
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Figura 26 - Morfologia das larvas de Prochilodus lineatus.

Legenda: A e B — Corte transversal da regido mediana (Musculatura); A — Musculatura
controle, corado em Metanil Yellow., escala de 20um; B — Musculatura, corado em PAS (ma-
formacgéo), escala de 50um. MB — musculatura branca; MV — musculatura vermelha; NO —
notocorda;

Corte Transversal — viséo da regido mediana

Fonte: Modificado de Ninhaus-Silveira, 2004.
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Fonte: Elaborac&o do proprio autor
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Figura 27 - Microscopia eletrbnica de transmissdo em embrides
criopreservados de Prochilodus lineatus.

Legenda: A, B, C e F — escala de 5um; D — escala de 2um; E — escala de 10um. CSV -
camada sincicial de vitelo; Estrela preta — glébulo de vitelo degradado; Estrela branca-
glébulo de vitelo normal; Cabeca de seta — ndcleo com cromatina alterada; nn — nucleo
normal; nd — nucleo destruido; en — endoderme; mi — mitocondria; S — somitos; seta dupla —
espaco entre as células.



Fonte: Elaboracao do proprio autor.




Figura 28- Morfologia dos embrides resfriados de Prochilodus lineatus.

Legenda; Larva com 12 horas po6s-ecloséo, corada com azul de toluidina, escala 100 pum.
Linha sinuosa vermelha — notocorda apresentando curvatura.

90



Fonte: Elaboracao do préprio autor.
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2.5 DISCUSSAO

O cérion € uma membrana proteica que envolve e protege os embrides
de peixes contra choques mecéanicos; contudo, esta membrana é a primeira
barreira de resisténcia a difusdo dos crioprotetores e da agua no processo de
criopreservacao, junto a isso, existe uma camada fluidica entre o embrido e o
cérion que ocupa, no embrido de zebra fish, trés quartos de seu diametro
(HARVEY et al., 1983), e por isso, alguns autores utilizam metodologias para
promover a sua retirada ou a sua permeabilizacdo (CABRITA et al., 2002;
SEREAN et al.,, 2005; ZANG; RAWSON., 1996). Nossos resultados foram
similares aos obtidos por Ninhaus-Silveira et al., (2008) com os embrides de
curimbata e Liu et al. (2000), que ao extrairem o cérion através de solucdes
enzimaticas, ndo observaram danos ao desenvolvimento embrionario
(ROBLES et al., 2009; SEREAN et al., 2005). Entretanto, Cabrita et al. (2003)
chama a atencdo que apesar da digestdo da membrana coribnica ndo alterar a
viabilidade do embrido, o tempo de exposicado pode reduzir consideravelmente
a porcentagem de sobrevivéncia. ApGs a retirada da membrana coribnica, foi
observado um aumento da concentragédo do crioprotetor intra-embriénico, nos
embrides de Paralichthys olivaceous (CABRITA et al., 2003) e Scophthalmus
maximus (ZHANG et al., 2005), apOs serem imersos em uma solucdo de
DMSO 5M, em relacéo aos embriGes com coérion intacto, fato este que auxiliaria
Nos processos de crioconservagao.

A tecnologia do resfriamento, além de esbarrar nas diferentes
osmolaridades das membranas, ainda encontra a alta sensibilidade dos
embrides as baixas temperaturas. A sensibilidade dos embribes esta
diretamente ligada a sua fase de desenvolvimento embrionario, sendo
inversamente proporcional ao desenvolvimento embrionario; ou seja, quanto
maior o tempo de desenvolvimento embrionario mais resistente esses embriées
sdo as baixas temperaturas (ZHANG; RAWSON, 1995). Esta caracteristica
possivelmente ocorre porque a temperatura exerce uma grande influéncia no
metabolismo e desenvolvimento ontogenético (GWO et al., 1995). Para
Prochilodus lineatus o estagio de organogénese com 20 somitos, demonstrou

ser a mais resistente dentre os estagios testados, corroborando com os dados
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descritos para embrides de Tinca tinca, que apresentou um numero reduzido
de larvas vivas em fases mais iniciais do seu desenvolvimento (EL-BATTAWY;
LINHART, 2009).

Além disso, este trabalho foi identificado que quanto mais baixo a
temperatura de exposicdo, menor € a taxa de sobrevivéncia larval,
independente da fase embrionaria testada. Corroborando com os dados
encontrados por Fornari et al. (2011) para embrides de Rhinelepis aspera, que
ao serem resfriados, por 6 horas, a uma temperatura de -8°C, também néo
tiveram sua viabilidade preservada

Para mitigar os danos gerados pela exposi¢cdo as baixas temperaturas,
faz-se necesséario o uso de solugbes crioprotetoras, que protegem tanto
externamente quanto internamente as estruturas celulares; no entanto, essas
solugbes apresentam efeitos deletérios ao desenvolvimento embrionario,
podendo ser letal ao organismo dependendo de sua concentracdo, tempo de
exposicao e fase de desenvolvimento embrionario submetido (HAGEDORN et
al., 1997; SUZUKI et al., 1995; URBANYI et al.,, 1997, 1998); contudo, a
toxicidade promovida pelas solugcdes crioprotetoras é espécie-especifica.

Adam et al. (1993) ao estudar a atividade das enzimas LDH (lactate
dehydrogenase) e G-6-PDH (glucose 6 phosphate dehydrogenase) em
embriBes de rosy barb nos estdgio de clivagem e gastrulacdo (fechamento do
blastoporo), apds expor os embrides a uma solu¢cdo de DMSO (4M), verificou
uma reducdo na atividade enzimatica de 100% e 28%, respectivamente.
Confirmando o fato que a resisténcia aos crioprotetores varia de acordo com 0s
estagios embrionarios. Corroborando ao acima descrito, os embrides de
Prochilodus lineatus, mostraram uma maior resisténcia nas fases de
organogénese com seis e vinte somitos; semelhante ao encontrado para
Paralichthys olivaceus (CHEN; TIAN, 2005), que apresentou uma maior
resisténcia no estagio de organogénese com 10 somitos, que nos estagios
iniciais.

Dinnyés et al. (1998) também descrevem, para o Cyprinus carpio, que a
toxicidade de um mesmo crioprotetor pode variar de acordo com a fase de
desenvolvimento embrionario, fato verificado em embrides de P. lineatus; além
disso, a toxicidade dos crioprotetores também mostrou ter uma relacdo com a

propria natureza das substancias, indicando que os mais eficientes para os
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processos de resfriamento foram o dimetil sulfoxido (DMSO) e o Propileno
glicol (PROP).

O DMSO é considerado como um dos melhores crioprotetores por sua
capacidade de efluxo e influxo celular, em um processo que € muito menos
dependente da temperatura do que outros crioprotetores (SUZUKI et al., 1994),
contudo os efeitos toxicos do DMSO em peixes, quando usado em altas
concentragcfes ou quando o tempo de exposicao é estendido, ainda é pouco
estudado (GWO et al., 2009; ROBLES et al., 2005).

A dimetil formamida (DMF) foi o Unico crioprotetor que néo foi associado
a outro crioprotetor interno. Isso ocorreu devido a necessidade de conhecer
seus efeitos sobre os embriées do Curimbatd, uma vez que nos processos de
criopreservacado de espermatozoides de Rainbow trout essa substancia gerou
excelentes resultados com uma taxa de fertilidade alcancando indices no
entorno de 66,2% (MC-NIVEN et al.,, 1993). Neste experimento o DMF
demonstrou ser toxico para embrides de curimbata.

Durante o processo de resfriamento, o uso de solu¢des crioprotetoras
com crescente osmolaridade objetiva mitigar o choque osmético sofrido pelos
embrides que estdo em contato com um meio hiperténico, pois uma das
atuacdes dos crioprotetores € promover a “desidratacédo” do material bioldgico,
originando um processo de crenagao no organismo (HAGEDORN et al.,1998) e
consequentemente aumentando a sua concentragdo ionica interna, podendo
assim, gerar danos irreversiveis. Desta forma, Chen e Tian (2005)
desenvolveram um protocolo para crioconservar embrides de Paralichthys
olivaceus, que possibilita a reduzir o estresse osmotico através da exposicao
do material biologico a concentracfes crescentes de crioprotetores, semelhante
ao aplicado em nossos protocolos, relatando a sobrevivéncia de algumas
larvas pés descongelamento.

Hagedorn et al. (2002) descrevem que os embrides de zebrafish ao
serem expostos a diferentes solucbes osmoéticas ndo respondem da mesma
forma que outros vertebrados tipicos, ou seja, uma célula normal de
vertebrados em uma solucéo hipo-osmoética aumenta o seu volume enguanto
gue em uma solucdo hiper-osmotica diminui, no zebrafish h4 uma assimetria

em sua membrana onde essa agua sai, porém, nao retorna da mesma forma,
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devido a um complexo mecanismo de controle, que ndo possui o0 complexo

aguaporina, ocorrendo desta forma o transporte de agua por meio de difuséo.

Para os testes de resfriamento, a escolha dos crioprotetores utilizados
(DMSO, DMF e PROP) e o uso de crioprotetores associados foram baseados
nos resultados gerados pelos testes de toxicidade e nos relatos de literatura
(GWO et al.,, 2009; NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008; ROBLES et al., 2005).
Zhang et al., (2005) e Cabrita et al., (2002) comprovaram que a utilizacdo da
combinacéo de solucdes crioprotetoras deram melhores resultados de protecéo
guando comparado com as solugbes isoladas. Os embribes de curimbata
demonstraram grande resisténcia o processo de resfriamento, principalmente
0s submetidos a temperatura de 5°C chegando a apresentar resultados
estatisticamente iguais ao controle; contudo, apesar da alta taxa de larvas
vivas, 0s tratamentos promoveram, quase que em sua totalidade, larvas
detentoras de alteracdes morfolégicas graves como ma-formagdo da notocorda
e dos somitos; assim, torna-se inviavel a aplicacdo dos protocolos de
resfriamento como forma de transportar os embrides por longas distancias ou o
seu uso em pisciculturas para maximizar o uso de incubadoras. Os danos
morfologicos apresentados foram semelhantes aos ocorridos na tentativa de
resfriamento dos embribes de Pacu (Piaractus mesopotamicus), que
apresentaram deformidades na notocorda e assim n&do detinham uma
movimentacao vigorosa apos terem sido expostos ao DMSO (STREIT-JR et al.,
2005).

Esses danos encontrados ja sdo descritos nas fichas de informacéao
sobre os produtos, sendo que o DMSO e a DMF pode promover mutagao de
células somaticas, danificar o acido desoxirribonucleico (DNA) e gerar ma-
formacdo do sistema musculoesquelético de embrides de ratos. Contudo,
apesar do PROP poder gerar distlrbios no sistema nervoso central, ndo existe
descricdo de ma-formacdo de estruturas morfolégicas por seu uso (SIGMA-
ALDRICH, 2012).

Externamente, as larvas de P. lineatus apresentaram um corpo reduzido
e tortuoso, resultado de uma notocorda sinuosa e uma disfungdo do processo

de miogénese, como mioseptos incompletos e mibmeros fundidos de forma
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desorganizada. Assim, consequéncia deste corpo limitado, o animal, quando
consegue eclodir, ndo apresenta uma natacdo vigorosa, sendo assim inviavel
sua sobrevivéncia (NOTOLLA et al.,, 2007). A ma formacdo das estruturas
embrionarias €, provavelmente, influenciada pela atuacdo das préprias
solucbes crioprotetoras, que apresentam caracteristicas quimicas toxicas,
promovendo deformidades especificas no embrido. Nas fichas técnicas dos
produtos crioprotetores, os fabricantes ja alertam sobre seus efeitos sobre o
desenvolvimento embrionario e outras caracteristicas deletérias que poderiam
apresentar, como: O DMSO pode promover mutacdo em células somaticas de
mamiferos; danificagdo do e promover atrofia ou aborto em ratos, ma-formacgéo
do sistema musculoesquelético; enquanto que a DMA pode gerar ma-formagéao
no feto, alteracdes no sistema reprodutivo, irritacdo no trato respiratério e na
pele; o PROP e pode causar alteragdes do baco, irritacdo da pele uma irritacdo
da pele e depressao do sistema nervoso central (SIGMA, 2012); fatos esses
gue provavelmente explicam a grande quantidade de células necréticas
encontradas em nossas larvas e a fusao desalinhada dos mioblastos, durante o
processo de miogénese, e da reducdo da camada de tecido conjuntivo que

une a musculatura branca e vermelha nos peixes.

O vitelo é a estrutura considerada como a responsavel pela sensibilidade
dos embrides ao frio, e que, normalmente apds os tratamentos de resfriamento
e criopreservagdo, apresenta alteracbes de sua morfologia oriunda da
individualizacdo dos seus globulos, formando assim uma massa amorfa (LIU;
RAWSON, et al., 1999; NEVES et al., 2012); essas alteracdes sdo explicadas
pela ineficiéncia das solucdes crioprotetoras que nédo conseguiram se difundir
por toda a estrutura vitelinica, permitindo desta forma, a nucleacao dos cristais
de gelo. Os embrides do curimbata (P. lineatus), apés os tratamentos de
criopreservacdo, ndao apresentaram alteracdes visiveis sob a microscopia de
luz; contudo, ao ser analisado sua ultraestrutura comprovou-se a presenca de
glébulos de vitelo alterados; diferentemente ao descrito por Ninhaus-Silveira et

al. (2008) com o mesmo modelo biolégico (Prochilodus lineatus).

A camada sincicial de vitelo € uma estrutura utilizada como base nas
avaliagbes pos-congelamento, servindo de uma medida para avaliar até que

regido no embrido o crioprotetor penetrou e manteve a integridade embrionaria.
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Quando a integridade embrionéria ndo é mantida, a CSV apresenta tamanho e
formas irregulares podendo ser encontrada em locais atipicos (no meio ou
abaixo do vitelo) (NEVES et al., 2012), fato comprovado em nosso trabalho,
promovido possivelmente por uma hidratacdo ineficiente do embrido, que
permaneceu com seu volume reduzido ap0s a perda de agua durante o
processo de resfriamento. Além de sua retragdo, a CSV pode possuir um
citoplasma mais compacto e eletrondenso, um nucleo com cromatina
desorganizado, rupturas na membrana plasmatica proxima a endoderme e
consequentemente microvilosidades danificados (NINHAUS-SILVEIRA et al.,
2008).

Na blastoderme a difusdo dos crioprotetores € maior que na regiao
vitelinica, promovendo uma maior preservacao das suas estruturas (SUZUKI
et al., 1995) como o demonstrado para embrides do curimbata, que
apresentava estruturas integras como somitos, tubo neural, endoderme e a
ectoderme e mitocondrias (NEVES et al., 2012; NINHAUS-SILVEIRA et al.,
2008). Semelhante ao descrito, durante os teste de vitrificagdo, essas
caracteristicas foram verificadas, sendo encontrado células integras na regido
da blastoderme; contudo, no tratamento de resfriamento a blastoderme
apresentou graves alteracdes resultando em alta concentracdo de células

necroticas.
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CONCLUSOES

Pode-se concluir que:

> A retirada da membrana coridnica nao interfere no desenvolvimento

embrionario de P. lineatus;

Os embrides de P. lineatus sdo extremamente sensiveis as temperaturas
de 0 e 5°C, sendo que, a sua resisténcia aumenta com o

desenvolvimento embrionério;

A toxicidade dos crioprotetores € menor nas fases de maior
desenvolvimento embrionario, sendo o propileno glicol (PROP) o
crioprotetor mais eficiente nos protocolos avaliados por promover
semelhancas estatisticas ao controle em todos os protocolos de

resfriamento avaliados;

Os protocolos de resfriamento resultaram em altos indices de
sobrevivéncia, entretanto, mostraram-se inviaveis devido ha altas taxas

de deformidades presentes nas larvas.

Nos tratamentos de resfriamento inimeras alteragdes morfoldgicas,
resultantes das baixas temperaturas e toxicidade dos crioprotetores,
geraram deformidades como: corpos de tamanho reduzido e/ou tortos,
crescimento celular descontrolado das nadadeiras embrionarias, ma-
formacdo das narinas, olhos e musculatura, formacéao de vitelo retraido e
com glébulos alterados, rupturas de membranas, entre outras que

inviabilizaram o desenvolvimento embrionério.
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3 CRIOPRESERVACAO DE EMBRIOES DE

PEIXES NEOTROPICAIS PELO METODO DE

VITRIFICACAO

(Relacionado aos objetivos 3 e 4)
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3.1 RESUMO

A criopreservacdo € uma ferramenta biotecnolégica que permite
congelar e estocar, por longos periodos células, tecidos, 6rgdos e embrides.
Contudo, o sucesso desta tecnologia para peixes € bem estabelecido apenas
para os espermatozoides, conservando parcialmente material genético de uma
populacdo. Desta forma objetivou-se estabelecer um eficaz protocolo para a
vitrificagdo de embrides de peixes neotropicais. Utilizou-se como modelo
biolégico embribes de Prochilodus lineatus obtidos por reproducdo de
exemplares adultos e maduros do plantel de reprodutores existente no Centro
Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Peixes Continentais -
CEPTA/ICMBIO. Anteriormente a vitrificacao, foram realizados testes com 29
solucbes crioprotetoras, buscando qual apresentaria uma melhor vitrificacéo.
Determinada a solucéo, os embrides foram expostos a uma série crescente de
osmolaridade das solucdes crioprotetoras, sendo por fim imersos diretamente
no nitrogénio liquido e mantido em estoque por um periodo de nove dias. Apos
este periodo, os embrides foram descongelados utilizando um 'banho-maria’ a
60°C, por um periodo de 10 segundos, em seguida estes foram levados a
incubacdo. Das vinte e nove solugdes testadas, cinco (dimetil sulféxido-DMSO
[6] +sacarose-SAC [0,2], etileno glicol-ET [P], glicerol-GLI [P], GLI [5] +SAC
[0,2] e propileno glicol-PROP [5] + DMSO [5]) apresentaram a caracteristica de
vitrificacdo quando imersas no nitrogénio liquido, ndo sendo observado, em
nenhum instante, a formacdo esbranquicada dos cristais de gelo; contudo, ao
realizarmos o descongelamento dos embrides verificou-se um branqueamento
nas palhetas proximo a regido dos embrides, indicando o crescimento dos
cristais de gelo. Os embribes ao serem descongelados e levados para
continuar seu desenvolvimento embrionario, apresentavam um aumento em
seu volume e conseguinte deterioracdo de suas estruturas. Assim néo foi
possivel estabelecer um protocolo viavel para a vitrificacdo dos embrides do

curimbata.
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3.2 INTRODUCAO

Ha mais de dois séculos, cientistas pesquisam metodologias para
preservar a viabilidade de gametas de peixes; enquanto que, até meados do
século passado, seus estudos iniciais baseavam-se em prolongar a vida dos
gametas no estado ndo congelado (HORTON; OTT, 1976). Nos ultimos
cinquenta anos, as pesquisas alteraram seu foco buscando o desenvolvimento
de técnicas de congelamento profundo (-196°C), a fim de preservar o material
biolégico “indefinidamente”, uma vez que, nesta temperatura, nenhum processo
guimico ou biologico pode ser verificado. Embriées como os de peixes, répteis,
passaros e anfibios, que possuem uma grande carga de vitelo, formam um
grupo de animais detentores de um complexo sistema biolégico que, até agora,
impediu a formulacdo de um protocolo de criopreservacdo efetivo e
reproduzivel (HAGEDORN et al., 1998; NINHAUS-SILVEIRA et al.,, 2007;
SHAW et al.,, 2000). O termo criopreservacdo € utilizado para descrever o
congelamento e o estoque por longos periodos, de células vivas, tecidos,
orgdos e embribes. Sendo uma biotecnologia comumente utilizada como
ferramenta na reproducéo de animais domésticos e humanos, tanto que no ano
de 1996 na Austrdlia e Nova-Zelandia 13.430 embrides humanos foram
congelados, descongelados e transferidos, enquanto 41.662 permaneceram
em estoque (SHAW et al., 2000).

O sucesso desta técnica é bem estabelecido para espermatozoides de
inumeras espécies de peixes; contudo, a criopreservacao e o resfriamento de
ovoécitos e embrides de teledsteos continuam sem um protocolo estabelecido.
Todavia, a conservagcao do material biolégico sob temperaturas extremamente
baixas é desejavel por motivos comerciais e bioldgicos. Comercialmente,
possibilita reduzir os custos de producdo, que atualmente € depende de um
Unico periodo reprodutivo para suprir a demanda de pescado anual,
acarretando a necessidade de grandes estruturas para manté-los, e biolégicos
como uma solucdo ambiental para as espécies em risco de extingdo, por
possibilitar a formacdo de bancos genéticos, que possuam uma amostra
representativa da bagagem genética das populacdes, assegurando assim o
minimo de variabilidade genética necesséario (GWO et al.,, 2009; HARVEY;
CAROLSFELD, 1993; NINHAUS-SILVEIRA et al., 2003, 2006).
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Naturalmente, nas regibes polares, existem plantas e animais que
suportam temperaturas abaixo de zero (-80°C). No entanto, muitas células de
mamiferos morrem quando expostas a temperaturas subzero quando
colocadas em solucbes que nao as protejam do congelamento e
descongelamento (HAGEDORN et al., 1997; SHAW et al., 2000). Assim, um
processo de criopreservacdo necessita de substancias que protejam a
viabilidade celular, e uma taxa de resfriamento adequada, linear ou néo linear
(mais complexa), que leva o material bioldgico de sua temperatura fisioldgica a
-196°C (temperatura do nitrogénio liquido LN,). No decorrer deste processo, as
células tem a capacidade de desidratar e incorporar 0s crioprotetores presentes
na solucdo a qual estdo imersas (HARVEY; CAROLSFELD., 1993; ROBLES
et.al., 2005 e 2009).

A criopreservagéo pode ser dividida em trés tipos, baseadas nas curvas
de resfriamento: 1 - Congelamento: a temperatura € lentamente reduzida a
uma taxa de resfriamento variando entre 0,5 e 1,2°C/minuto, e o material é
exposto ao vapor de nitrogénio ou ao gelo seco. Neste processo, 0 tempo para
0 congelamento é maior e permite desta forma, o efluxo da agua e o influxo de
crioprotetores. Contudo o tempo de exposicdo do material biolégico ao
crioprotetor aumenta, potencializando assim sua toxicidade, que por vez pode
culminar na reducdo no numero de larvas vivas viaveis (POLGE; WILLADSEN.,
1978; ROBLES et al., 2003). 2 - Congelamento ultrarrapido: os embrides sao
resfriados por um acelerado procedimento de resfriamento (-170°C/min) até
atingir uma temperatura de -30°C e serem mergulhados em nitrogénio liquido
(NIEMANN et al.,1991). 3 — Vitrificagdo: a reducdo da temperatura ocorre
rapidamente, sendo o material mergulhado diretamente no nitrogénio liquido
fazendo com que a parte sdlida mantenha a estrutura molecular e a
concentracdo ibnica da parte liquida, exibindo uma estrutura vitrea, que pode
ser entendido como um liquido supercongelado extremamente Viscoso.
Contudo, nesta técnica o tempo de exposicdo ao crioprotetor € reduzido e o
periodo do efluxo de agua e do influxo de crioprotetor séo reduzidos, podendo
fazer com que a desidratacdo néo seja eficiente facilitando a formacéo de
grandes cristais de gelo. Contudo, os principios basicos de todos os protocolos

sdo0 0os mesmos na medida em que se destinam a proteger as células contra os
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efeitos do congelamento (refrigeracdo), formacdo de gelo intracelular e
desidratacdo (HORTON; OTT, 1976; SHAW et al., 2000; ROBLES et al., 2003).

O primeiro protocolo de congelamento foi estabelecido em 1949 quando
Polge e colaboradores conseguiram congelar e descongelar embrides, 6vulos e
espermatozoides de aves usando o glicerol como um crioprotetor e desde
entdo um consideravel progresso na area foi conquistado. Contudo, a
criopreservacdo continua envolvendo inumeras varidveis e provavelmente
nenhum conhecimento podera ser adotado como universal devido ha muitas
diferencas entre os estagios embrionarios, dos odcitos e das diferencas que
sdo espécie-especificas (POLGE; WILLADSEN, 1978; HAGEDORN et al.,
2002; SHAW et al., 2000).

Contudo, na crioconservacéo, ndo sO 0 processo de congelamento é
importante, pois mesmo que o material seja corretamente congelado, ainda
pode ser danificado em seu descongelamento (ROBLES et al., 2004).

O processo de descongelamento é apenas o reverso do congelamento;
ou seja, o material precisa de um periodo para se reidratar e permitir o efluxo
do crioprotetor, que ap0s a criopreservacao estd em alta concentracdo em seu
interior. Junto a isso, o descongelamento precisa ocorrer rapidamente, nao
permitindo que o0s pequenos cristais de gelo, formados no processo de
congelamento, cresgcam ao passarem na faixa de temperatura de -40 a 0°C, e
danifiquem o material criopreservado (CAROLSFELD; HARVEY, 1999).

3.2.1 Dificuldades na crioconservacao

Em peixes, como em outros pequenos vertebrados, 0os ovos possuem
grande quantidade de vitelo e sofrem clivagens discoidais parciais apos a
fertilizacdo; ou seja, apenas o blastodisco sofre divisbes, formando assim a
blastoderme que originard o embrido, enquanto que o vitelo permanece sem
dividir-se. Os embrides sdo complexos sistemas biol6gicos com trés diferentes
compartimentos: um grande vitelo, um compartimento celular (o
desenvolvimento do embrido ou blastoderme em desenvolvimento inicial) e o
espaco perivitelinico. O vitelo é revestido por uma camada sincicial e, 0 espago

perivitelinico cerca estes compartimentos, delimitado por outra membrana, o
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cérion, que é formado por uma proteina denominada coriogenina produzida
pelo figado (ROBLES et al., 2009; JARAMILLO et al., 2012).

No entanto, cinco fatores sado os principais suspeitos que dificultam o
processo de crioconservacdo de embrides de teledsteos: (1) um grande
volume, que resulta em uma baixa relacdo de superficie/volume; (2) uma
grande quantidade de vitelo que pode facilitar a formagao de cristais de gelo e
consequentemente promover a ruptura das membranas; (3) compartimentos
como a blastoderme e o vitelo que diferem em suas propriedades de
permeabilidade; (4) membranas semipermeaveis no entorno do embrido que
podem dificultar o efluxo e influxo de agua e crioprotetores; (5) suscetibilidade
as injurias promovidas pelas baixas temperaturas (HAGEDORN et al., 1996;
NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008; ROBLES et al., 2009).

Inimeras alteracdes fisicas e biolégicas ocorrem com as células expostas
ao ciclo de redugcdo e aumento da temperatura nos processos de
criopreservacao (Tabela 1) (POLGE; WILLADSEN, 1978; SHAW et al., 2000).
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INJURIAS DA CRIOCONSERVACAO

Tabela 1 - Danos gerados as estruturas celulares pelos tratamentos de
crioconservacao .

Sistema Causa e local das injurias

Formacéao de gelo intracelular, formacéo de
gelo extracelular, apoptose, toxicidade,
Todo desequilibrio de célcio, radicais livres, niveis
de ATP, metabolismo em geral, falha na
fertilizac&o e falha na clivagem.

Ruptura, fusdo microvilosidade, perda e

Membrana transicao de fase.
Cromossomos haploidia
DNA Apoptose, rearranjos e translocacoées.
Proteinas/enzimas Desidratacao e perda da funcéo

Microvilosidade, mitocondrias, vesiculas,

Ultraestrutura ~ o o>
granulos corticais e zona pelucida.

Lipideos Radicais livres.

Fonte: SHAW et al., 2000.

A primeira grande barreira para a criopreservacao de embrides de peixes
€ a membrana coribnica, formada por um arranjo complexo de proteinas
denominado coriogenina sintetizada no figado das fémeas durante a
reproducao, que pode impedir o transito da agua e do soluto para dentro e para
fora do embrido. Apds a fecundacao, ocorre também a formacdo do espaco
perivitelino, formado pelos granulos corticais que liberam um tipo de
polissacarideo &cido glicosilado demasiadamente grande para atravessar o
cérion, e que fica acumulado entre o cérion e a membrana plasmatica

aumentando a osmolaridade do fluido presente. Deste modo, produz uma
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movimentacdo de &gua e eletrolitos para o interior do ovo fecundado
aumentando a pressao osmotica do espaco perivitelino, que por sua vez obriga
as fibras elasticas do cérion a se expandir e perderem sua elasticidade
(JARAMILLO et al., 2012). Entretanto, essas estruturas podem ser removidas
por meio de microcirurgia ou por digestdo enzimatica utilizando uma solucéo de
protease. A segunda barreira encontrada diz respeito & osmolaridade da a4gua
através da blastoderme e do vitelo; deste modo, é importante compreender que
o transito da agua por esses compartimentos é de extrema importancia para a
desidratacdo do material que, por exemplo, no caso de embrides do zebrafish

(Danio rerio), com seis somitos, possui uma alta taxa de hidratagéo.

O compartimento de vitelo representa 61% do volume total enquanto que
0s 39% representa a blastoderme. Junto a isso, a quantidade agua presente é
distribuida de forma desigual, sendo que o total de agua no embrido é de 74%,
o vitelo possui 42% e a blastoderme 82%. Desta forma, a remog¢édo osmotica
desta grande quantidade de agua € essencial para a criagcdo de um protocolo
efetivo de criopreservacao. Pois quando a temperatura é reduzida inicia-se a
nucleacdo de cristais de gelo na solugcdo (semeadura - “seeded”)
(HAGERDORN et al., 1997). Com os cristais de gelo aumentando a solucao é
convertida do estado liguido para o solido, sendo que isso aumenta a
concentracdo dos solutos nas fragBes liquidas remanescentes, que por sua
vez, promovem a saida de agua das células. Em menores temperaturas € que
a agua pode sair mais das células e ser incorporada ao gelo, contudo a taxa
em que a agua sai da célula também é reduzida junto a reducdo da
temperatura. Assim o sucesso do congelamento depende de se encontrar um
equilibrio ideal entre a taxa de agua que sai da célula e a taxa em que esta e
convertida em gelo.

O tratamento sob-baixas temperaturas de alguns tecidos ou estruturas
biol6gicas requerem o uso de especificas solu¢des crioprotetoras que devem
protegé-las da crioinjuria (ROBLES et al., 2003; NEVES, 2008). Nestes casos 0
material biolégico € suficientemente desidratado e permeado pelos
crioprotetores, tolerando a imersdo direta no nitrogénio liquido ou vapor de
nitrogénio. Um alto nimero de solu¢des sdo desenvolvidas e se solidificam

sem nucleacdo dos cristais de gelo, obtendo uma forma vitrea. Evidencias
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comprovam que a formacéo de cristais de gelo durante o congelamento ou
vitrificacdo promovem muito mais danos que os cristais nucleados durante o
descongelamento. Desta forma observou-se que as misturas de crioprotetores
podem representar algum avanco em relacdo aos crioprotetores isolados
(SHAW et al., 2000).

A realizagcdo de um adequado equilibrio entre as concentracbes dos
crioprotetor € a chave no processo de criopreservacdo e muitos esfor¢cos tém
sido feitos no desenvolvimento de metodologias para a permeabilizacdo dos
embrides. O corion, a primeira camada semipermeavel, permite a entrada de
agua e outras pequenas moléculas, incluindo alguns crioprotetores, assim
como o DMSO. No entanto, algumas espécies, como o Danio rerio e 0
Prochilodus lineatus, séo relativamente faceis de serem descorinificadas,
através de solucdes enziméticas de proteases, sem promover alteracées no
desenvolvimento embrionario, gerando uma maior taxa de difusdo dos
crioprotetores nos embrido (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008; ROBLES et al.,
2009; SEREAN et al., 2005).

Na maioria dos estudos, os embribes s&o considerados como uma
esfera homogénea devido a dificuldade de avaliar as reais caracteristicas de
permeabilidade da blastoderme e do vitelo. Ao comparar a taxa de difusdo dos
crioprotetores nos dois compartimentos embrionéarios, verificou-se que a
permeabilidade da agua é similar tanto no saco vitelinico quanto na
blastoderme. Caracteristica esta, que difere da permeabilidade dos
crioprotetores, que sdo marcadamente maior na blastoderme do que no saco
vitelinico (ROBLES et.al., 2005, 2009; SUZUKI et al., 1995, 2005). Assim,
objetivou-se descrever um protocolo viavel para a vitrificacdo de embrides de

peixes neotropicais.
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3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Embrides

Descrito na primeira parte do trabalho.

3.3.2 Testes de vitrificacdo das solucdes crioprotetoras

Para a escolha das solucdes crioprotetoras, realizou-se testes prévios
com distintas concentracdes e associacbes de crioprotetores internos e
externos. As solucbes foram aspiradas em palhetas criogénicas
IMV estéreis para énvase de sémen ou embrides de 0,50 mL e mergulhadas
em nitrogénio liquido (N,L) por um periodo de trinta segundos. Avaliou-se,
guais seriam as soluc¢des que vitrificariam totalmente, vitrificariam parcialmente
ou congelariam (Figura 29). As substancias avaliadas e suas concentracdes

estao relacionadas na Tabela 2.

3.3.4 Vitrificacéo

O teste iniciou com a retirada da membrana coribnica embrionaria,
através de uma solucdo da enzima Pronase-E. Em seguida seguiam por
banhos de crescente molaridade, terminando com uma associacdo dos
crioprotetores internos (PROP + DMSO) e externo (sacarose/SAC) (Figura 30).
Ainda embebidos na udltima solucdo, os embrides foram succcionados para
palhetas de 0,5 mL (IMV) estéreis, sendo que, cada palheta continha em torno
de oito embrides dispostos de forma a ndo manterem um contato direto entre
eles, ficando assim rodeados apenas pela solucdo crioprotetora (Figura 29a).
Depois do acondicionamento dos embribes, as palhetas eram limpas e
armazenadas em canisters metalicos (Figura 37b), que por sua vez foram
depositadas em canecas metalicas (Figura 37a e 37c) e assim mergulhadas
rapidamente em nitrogénio liquido (NL,) (Figura 38b e 38c), contido em um
botijao criogénico MVE de 20L (Figura 38d), onde ficaram armazenados por um

periodo de 9 dias.
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Durante o descongelamento, utilizou-se um banho-maria digital, que
manteve a agua a uma temperatura de 60°C, onde as palhetas, apés serem
rapidamente retiradas das raques, foram mergulhadas e agitadas
vigorosamente por um periodo de 10 segundos. Em seguida, com ajuda de
uma tesoura a palheta foi cuidadosamente cortada, em sua extremidade com a
vedacao, liberando assim os embrides em uma placa de Petri com agua do

meio, para retomar seu desenvolvimento.

Tabela 2 - Teste de solucdes vitrificantes.

> DMA [P] > ETIL[5]

> DMA[7] + SAC[0,2] > GLI[1]

> DMF[5] » MET[P]

» DMF[5] + DMSOI[5]+ET[5]+ SACI0,2] > PROP[P]

> DMSOI[5] > PROP[5] + SACI0,2]

> DMSO[6] +SACI0,2] > PROP[5] +DMF[5] +DMSO[5]

> ET[5] + DMSO[5] + DMF[5] > PROP[5] + ET[5] + SAC[0,2]

[P] - Puro; [ ] Concentragdo molar; DMSO - Dimetilsulfoxido; DMF - Dimetilformamida; SAC -
Sacarose; ET - Etilenoglicol; DMA — Dimetilacetamida; PROP — Propilenoglicol; GLI —Glicerol e
MET — Metanol. Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 29 — Caracteristicas avaliadas nas palhetas expostas ao nitrogénio

liquido; formacéo de cristais de gelo e forma vitrea.

Fonte: Elaboracéo do préprio autor.
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Figura 30 — Organograma do processo de vitrificacdo de embrides com seis e
vinte somitos.

Legenda: [M]- concentragdo molar; PROP — propileno glicol; DMSO - dimetil sulféxido e SAC -
sacarose. Fonte: Elaboracao do préprio autor.
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3.4 RESULTADOS

3.4.1 Vitrificacdo das solucgdes crioprotetoras.

Dentre as 29 (vinte e nove) solucdes testadas, as que nao apresentaram

indicios de nucleacédo de cristais de gelo estdo discriminadas na tabela abaixo
(Tabela 3).
Tabela 3 - Resultados dos testes de vitrificacdo das solugdes crioprotetoras.

AGUA [P]

DMA [5]

DMF [P]

DMF [5] + PROP [5]

DMSO

[P]

MET [P]
PROP [

[

Pl

PROP [5] + SAC [0,2]

PROP X

[5] +DMF[5] +DMSO [5]

PROPI5] + ET[5] + SAC [0,2] X

Legenda: [P] produto puro; [ ] concentracédo molar do produto DMA dimetil acetamlda SAC
sacarose; DMF dimetil formamida ; DMSO dimetil sulféxido; PROP propileno glicol; MET
metanol; GLI glicerol; ET etileno glicol. Fonte: Dados da pesquisa.
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3.4.2 Criopreservacao e Descongelamento

A vitrificagdo dos embridbes de P. lineatus imerso em solucdo
crioprotetora de Propileno glicol (PROP[5M] + DMSO[5M] + SAC[0,2M]) foi
considerada efetiva, por manter toda a palheta transparente, ndo havendo
indicacdo aparente da formacéo de cristais de gelo (aspecto opaco) extra e
intra-embrionaria ao longo do processo. Entretanto, durante o
descongelamento ocorreu a formacdo de grandes cristais de gelo,
caracterizado pelo branqueamento das palhetas.

Os embribes pos-vitrificagdo apresentaram espagos entre as células
(Figuras 31le e 31f) e os glébulos de vitelo. Externamente, seu vitelo
demonstrou protuberéancias (Figuras 31b e 31c) e em casos mais extremos
extravasou para fora do saco vitelinico (Figura 31a). Foram verificadas
formacgOes circulares limitadas por fragmentos da epiderme (Figura 31d). As
caracteristicas das fases embrionarias como somitos, vesicula Optica e
vesicula otica ndo se mantiveram pos-descongelamento (Figuras 31b e 31d).
Ao serem depositados em Placas de Petri para a hidratacao e dar continuidade
ao seu desenvolvimento embrionario, comecavam a sofrer um aumento em seu
volume e se desfaziam. N&o houve sobrevivéncia dos embrides pos-

descongelamento.
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Figura 31 - Morfologia dos embrides criopreservados de Prochilodus lineatus.

Legenda: A e B — Embrido em Organogénese com 20 somitos; B e C — Embrido em
Organogénese com 6 somitos; E e F - Corte longitudinal de embriées criopreservados. A —
Extravasamento do vitelo, corado em Hematoxilina, escala de 100um; B — Embrido
criopreservado, MEV, escala de 500um; C — Embrido criopreservado com seis somitos, corado
em Hematoxilina, escala de 100um; D — Embrido criopreservado com seis somitos, MEV,
escala 500um; E — Corte embrionario transversal, corado em H.E., escala 50um; F - Corte
embrionario transversal, corado em azul de toluidina, escala 50um. Estrela — vitelo; S —
somitos; VOP — vesicula optica; CSV — camada sincicial de vitelo; F — formagao circular; Seta
dupla — espaco entre as células; e—>protuberancia.
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Fonte: Elaboracéo do préprio autor.
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3.5 DISCUSSAO

Os cristais de gelo s&o as principais fontes de injurias promovidas pelos
protocolos de criopreservacao, uma vez que, ao se nuclearem eles apresentam
um aumento em seu volume e formam ponta semelhante a langas, que acaba
por danificar o material criopreservado, danificando estruturas celulares e
rompendo as membranas. Desta forma, encontrar solu¢cdes crioprotetoras que
permitam abaixar o ponto crioscopico do meio e consequentemente impedir a
nucleacédo dos cristais € essencial nos processos de crioconservacao (GWO et
al., 2009). Por esse motivo, nesse trabalho foram testados vinte e nove
solugbes, quanto a sua capacidade de vitrificagdo, das quais, cinco solugdes
apresentaram um estado vitreo, ao serem mergulhadas em nitrogénio liquido (1
- DMSO [6] +SAC [0,2]; 2 - GLI [5] +SAC [0,2]; 3 - PROP [5] + DMSO [5]; 4 - ET
[P]; 5 - GLI [P];), de acordo com SHAW et al. (2000), forma-se um liquido
extremamente viscoso que impede a nucleacdo de cristais de gelo, fazendo
com que a parte solida mantenha a sua estrutura molecular e a sua
concentracédo idnica, semelhante a sua fragcdo liquida. Diferentes crioprotetores
demonstram diferentes tendéncias a formacao vitrea, baseado em uma
equivaléncia molar especifica; desta forma, a concentracdo exigida é especifica
do produto como o DMSO que s6 forma uma solugdo vitrea nas concentracdes
acima de 5M, enquanto que o propileno glicol 4 M, glicerol 5 M, acetamida 7 M,
e 0 metanol 10 M (ZANG; RAWSON, 1998).

De acordo com Takahashi (1978) e Mc-Niven et al.(1993) as técnicas de
vitrificacdo necessitam de uma alta concentragcéo de crioprotetores, contudo o
sSeu excesso torna-se deletério ao desenvolvimento embrionario; 0 que nos
levou a descartar dentre as cinco solucfes vitrificadas em nossos testes, o
glicerol e o etileno glicol. Entretanto, quando as concentracdes destas solucdes
sdo demasiadamente baixas, elas ndo apresentam resultados observaveis
guanto a sua funcao crioprotetora. Zang e Rawson (1996) demonstraram que
o DMSO, metanol e o propileno glicol no estagio de seis somitos sO
apresentam uma vitrificacdo em solugdes com concentragdes acima de 2 M,

enquanto que o etileno glicol 1 M e o glicerol 0,5 M.
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As outras trés solugodes testadas (1 - DMSO [6] +SAC [0,2]; 2 - GLI [5]
+SAC [0,2]; 3 - PROP [5] + DMSO [5]) apresentaram resultados semelhantes
as solugdes puras, contudo, em uma concentracdo consideravelmente menor.
Os resultados corroboram com o descrito por Robles et al. (2003), que
apontam o uso de associacdes de crioprotetores internos e externos, como
uma possibilidade para obter uma solucdo que possibilita abaixar seu ponto
crioscopico abaixo de 0°C, “saltando” assim a faixa de nucleagao de cristais de

gelo, prolongando o tempo de supercooling.

Das trés solucdes que vitrificaram a selecionada foi a que utilizou como
crioprotetores internos propileno glicol (PROP) associado ao dimetil sulféxido
(DMSO), descritos na literatura como sendo 0s crioprotetores menos toxicos
(ZANG; RAWSON, 1996). Junto aos dois crioprotetores, adicionamos a
Sacarose (SAC), pois como sugere Routray et al. (2002), enquanto os
crioprotetores internos difundem-se através das membranas celulares e a
protegem da formacao interna do gelo, a SAC promove a estabilizacdo externa
da membrana do embrido e suplementa o controle da nucleagdo de gelo. A
sacarose normalmente € utilizada como um crioprotetor externo, entendendo-
se que por ser um dissacarideo, formado por uma molécula de frutose e uma
de glicose, apresenta melhores resultados que os monossacarideos, como a
propria glicose (NEVES et al., 2012; ZANG; RAWSON, 1996).

Durante os processos de crioconservacao, 0s crioprotetores detém a
funcdo de retirar a agua presente no interior do material bioldgico por diferenca
de osmolaridade e tomar o0 seu lugar, sendo esse processo dependente do
tamanho da molécula do crioprotetor e da temperatura em que foi empregada
(PALASZ et al.,, 2000; ZANG; RAWSON, 1996). Contudo, esse equilibrio
demora algum tempo, o que na vitrificagdo € reduzido devido a alta curva de
resfriamento do material biol6gico, resultando em uma desidratacdo nédo
eficiente, o que facilita a nucleacdo de grandes cristais de gelo. Contudo, o uso
de um aumento gradativo na osmolaridade das solu¢bes além de evitar um
chogue osmotico embrionario, permite o influxo e efluxo eficiente do
crioprotetor e da &gua, respectivamente (POLGE; WILLADSEN, 1978;
ROBLES et al., 2003; STOSS; DONALDSON, 1982).
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A maior exposicado dos embrides ao PROP vislumbrava atingir uma alta
concentracdo interna do crioprotetor junto a uma baixa hidratacdo celular
(ROBLES et al., 2003). Ao final do processo, realizou-se a associagdo do
PROP com o DMSO e a SAC, objetivando controlar o ponto de nucleacdo dos
cristais de gelo e proteger as membranas externas do embrido, uma vez que
nao existiria mais um tempo habil para uma grande taxa difusdo do DMSO. O
tempo em que o embrido permanece imerso na solucdo pode apresentar um
grande problema no processo, pois ao desidratar o0 embrido sua concentracao
iGnica interna é aumentada, sendo descrito como nociva as ceélulas. Desta
forma, torna-se necessario encontrar uma forma em que possa empregar uma
menor concentracdo de crioprotetores possivel em uma fase de
desenvolvimento embrionario menos sensivel as baixas temperaturas e

adequar o tempo de congelamento.

Assim como a curva de congelamento é de extrema importancia no
processo de vitrificagdo, 0 retorno para o descongelamento também o é.
Contudo, ao ser vitrificado, o embrido é diretamente mergulhado no nitrogénio
liquido atingindo acentuadas curvas de resfriamento, mas a curva de retorno,
para o0 descongelamento, esta ndo consegue ser alcancada e
consequentemente ao passar pela faixa de temperatura de -40°C e Q°C,
ocorrendo o crescimento dos pequenos cristais de gelo existente em um
fendbmeno conhecido como regelo (ROBLES et al., 2003). Com a formacgé&o dos
cristais nas estruturas internas embrionarias, suas membranas sdo rompidas
pelas pontas dos cristais culminando na morte do embrido (ASAHINA;
TAKAHASHI, 1978). Polge e Willadsen (1978) destacaram que um
descongelamento rapido geralmente gera mais danos aos embrides de animais
de producédo, que o descongelamento lento, pois esse tipo de processo afetaria
a reidratacdo do embrido impedindo a retomada de seu desenvolvimento
embrionario. Associado ao tempo de descongelamento, o volume das palhetas
também influencia a tendéncia de crescimento dos cristais de gelo, sendo
considerado que as solucdes se comportam de forma mais estavel em palhetas
com volumes menores que 0,5ml (ASAHINA; TAKAHASHI, 1978; CABRITA et
al., 1999; ZANG; RAWSON, 1996).
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Poucos protocolos exibiram resultados positivos ap0s a vitrificacao,
sendo que, os embrides de Zebrafish submetidos a vitrificagdo com propileno
glicol (PROP) apresentaram 32% de embribes viaveis pos-descongelamento,
contudo 15 minutos apos a diluicdo do crioprotetor eles apresentaram o
colapso da membrana vitelinica e a ruptura do vitelo (ZANG; RAWSON, 1996).
Os embrides de linguado (Scophthalmus maximus), criopreservado com uma
associacdo de crioprotetores (dimetil sulféxido, etilenoglicol, metanol e
sacarose) dispostos em uma série crescente de osmolaridade e vitrificados em
palhetas de 0,25ml, apresentaram 49% de sua morfologia intacta, contudo 8
horas apdés o descongelamento eles apresentavam diferentes graus de
degeneracdo e uma coloracdo completamente branca, sem nenhum
desenvolvimento embrionario (ROBLES et al., 2003). Corroborando com a
regra descrita na literatura, os embrides de Prochilodus lineatus néo resistiram
ao processo de vitrificacdo, sendo que apds o descongelamento, eles nao
apresentavam as caracteristicas morfolégicas externas das fases embrionarias,
como os somitos bem definidos, vesicula Optica e Otica em formacao; além
disso, foi possivel visualizar em sua epiderme regides circulares delimitadas
por restos epidérmicos, o que provavelmente foram bolhas originadas por
gueimaduras promovidas pelo nitrogénio liquido. Transcorridos cinco minutos,
0os embrides comecavam a se desfazer, provavelmente, essas alteragcdes sao
provocadas pela destruicdo de suas estruturas internas causadas pelos cristais
de gelo.

Durante a criopreservagao, inameras estruturas sao alteradas pela
nucleagcdo dos cristais de gelo, que visualmente, pode ser verificado pelo
branqueamento das palhetas na regido dos embrides. Em nosso trabalho, os
cristais de gelo se formaram durante a tentativa de descongelar o material,
sendo que, durante a hidratacdo, o embrido apresentou um inchaco seguido
por uma deterioragdo de suas estruturas, semelhante ao descrito por Neves et
al. (2012), que descreveu a formacédo de gelo antes do processo de hidratacdo
do material e por Ninhaus et al., (2008). Pegg e Rubinsky, (1988) descreveram
injurias promovida pela nucleagdo de cristais de gelo com sinusoidais
hepaticos, verificando a presenca de cristais de gelo de 5 a 7 um e outros
cristais menores presentes nos tecidos a sua volta promovendo a ruptura da

tensédo tecidual e consequentemente danificando o tecido congelado.
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3.6 CONCLUSOES

» Assim, concluiu-se que apesar de se obter uma vitrificacdo efetiva dos
embrides de P. lineatus através das solu¢gdes DMSO [6] +SAC [0,2]; GLI [5]
+SAC [0,2] e PROP [5] + DMSO [5], ndo foi possivel impedir a formacao dos
cristais de gelo, que promoveram a quebra na coesao tecidual formando
espacos entre as células e entre os globulos de vitelo, formagdo de
protuberancias na superficie embrionaria e perda dos caracteres
morfologicos presentes nos estagios embrionarios como vesiculas épticas,
Oticas e somitos, formando assim uma massa celular disforme que logo ap6s

a desvitrificacao se desfazia inviabilizando o desenvolvimento embrionario.
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4 CONCLUSAO GERAL

A crioconservacdo de embrides de peixes neotropicais necessita de
estudos especificos quanto aos efeitos deletérios das substancias
crioprotetoras empregadas e das temperaturas necessarias para a sua
realizacdo; ndo sendo possivel, através dos protocolos avaliados, preservar as

caracteristicas morfo-fisioldégicas dos embrides de Prochilodus lineatus.
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APENDICE A - ILUSTRACOES METODOLOGICAS

Figura 32 - Reproducao do Prochilodus lineatus.

Legenda: a - extrusdo dos odécitos; b - espermiacdo; ¢ — mistura a seco de odcitos e sémen; d
- ativacdo dos espermatozoides e hidratagdo. Fonte: Elaboragdo do préprio autor.
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Figura 33 - Embrides de Prochilodus lineatus.

Legenda: a - EmbriBes mortos (seta vermelha); b- Embrides selecionados com
desenvolvimento normal. Fonte: Elaboragao do préprio autor.
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Figura 34- Padrao de uma amostra (139 = 11 embrides).

Fonte: Elaboracao do préprio autor.
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Figura 35- Incubadoras-PVC.

Legenda: a - componentes da incubadora-PVC; b - Corte do plano longitudinal da utilizacdo da
incubadora. Fonte: Elaboragéo do proprio autor.
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Figura 36 - Etapas do teste de toxicidade.

Fonte: Elaboracao do préprio autor.
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Figura 37 - Conjunto para acondicionar os embrides em tanques de nitrogénio.

Legenda: a - caneca; b- palhetas sendo acondicionadas nos canisters; c- conjunto de
caneca + canisters + palhetas, pronto para ser mergulhado no tambor de nitrogénio. Fonte:
Elaboracao do préprio autor.
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Figura 38 - Etapa de envase dos embrides em palhetas criogénicas e imersdo em
nitrogénio liquido.

Legenda: a - palheta pronta para aspirar aos embrides; b - imersédo das palhetas em
nitrogénio; ¢ - acondicionando os canisters em canecas ja armazenadas nos botijdes de
nitrogénio. d — botijées MVE de nitrogénio. Fonte: Elaborag&o do préprio autor.
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APENDICE B — COLORACOES

Apéndice B. 1- Azul Toluidina:

» Lavar os cortes rapidamente em agua filtrada;
» Azul Toluidina 0,2% pH 5,6 por 15°;

» Lavar bem com agua filtrada até retirar o excesso de corante;
> Alcool 90% por 5”:

> Alcool absoluto | por 5’

> Alcool absoluto Il por 5

> Alcool absoluto Ill por 5’

> Alcool + xilol por 5”

» Xilol | por 57;

» Xilol Il por 57;

> Xilol 11l para montagem;

> Montar em Permount.

Resultado: Metacromasia (alteracdo da coloracdo de azul para lilds na presenca

de polissacarideos acidos).
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Apéndice B. 2 - Hematoxilina / Eosina:

» Hidratar os cortes em agua corrente;
» Hematoxilina de 15 a 207

» Lavar em agua corrente por 10’

» Desidratar em alcool 90% (se a eosina for alcodlica);
» Eosinade 10a 157

» Lavar bem em agua corrente;

> Alcool 70% por 57

> Alcool 80% por 5”:

> Alcool 95% por 5”:

> Alcool absoluto por 5”(2x);

> Xilol | por 5”:

» Xilol Il por 57;

» Xilol Il para montagem;

» Montar em Permount.
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Apéndice B. 3 - Periodic Acid Schiff (P.A.S):

» Passar em alcool 90%;

» Hidratar em agua corrente;

» Tratar em acido Periddico a 1% por 15°;
» Lavar em agua corrente por 5

» Deixar em Reativo de Schift por 40°;

» Lavar por 107

» Contra corar com Hematoxilina de Harris por 7°;
» Alcool 70% por 5”

> Alcool 80% por 5”

> Alcool 95% por 5”

> Alcool absoluto por 5(2x);

» Xilol | por 57;

» Xilol Il por 57;

» Xilol Il para montagem;

» Montar em Permount.

Resultado: polissacarideos neutros como amido, celulose e glicogénio, além

de glicoproteinas coram em magenta.
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Apéndice B. 4 - Hematoxilina:

» Hidratar os cortes em agua;

» Hematoxilina de 15 a 20 segundos;

» Lavar em agua corrente até retirar o excesso de corante;

> Diferenciador (Acido Cloridrico-HCI) até atingir a colorac&o desejada;

» Lavar bem em agua corrente;

OBS: Coloracdo para observar estruturas externas de embrides sob
estereomicroscoépio; desta forma, o processo todo é realizado dentro de um
tubo de ensaio, com o auxilio de uma pipeta descartavel para proceder as

lavagens em agua.
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Apéndice B. 5 - Metanil Yellow:

Passar os cortes em alcool 90%;

Hidratar em agua destilada;

Ac. Periédico 1% por 10’

Lavar em agua destilada por 5’;

Reativo de Schiff por 1 hora (manter na geladeira);
Lavar em agua destilada por 10’;

Hematoxilina Férrica por 6’

Lavar em agua destilada por 10’;

Metanil Yellow por 2’;

Lavar em agua destilada;

Desidratacdo em alcool,

YV V.V V V V V V V V V VY

Montagem.
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