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RESUMO 

 
A décadas a criobiologia busca a conservação do genoma materno em peixes 
por meio da conservação de gametas, porém as técnicas disponíveis 
atualmente esbarram em problemas como a baixa permeabilidade das 
membranas, o grande volume de vitelo e a sensibilidade dos gametas ao frio. 
Trabalhos acerca do assunto vem sendo realizados, contudo de forma não 
sistemática e de forma majoritária com espécies de clima temperado a frio. 
Devido a carência de informações sobre o tema com peixes neotropicais, 
objetivou-se neste trabalho desenvolver um protocolo para o congelamento de 
oócitos de Prochilodus lineatus, para isso, foi avaliado o uso de diferentes 
soluções salinas (solução de Ringer e Ringer lactato, solução salina 
balanceada de Hank (HBSS) com e sem cálcio, e solução para ovos de 
salmonídeos) como meio de manutenção e extensão da viabilidade dos 
oócitos. Também foi avaliado a toxicidade de três agentes crioprotetores 
(ACPs) o Dimetilsulfóxido (DMSO), Propilenoglicol (PG), e Metanol (MET), 
visando (1) a elaboração de protocolos de vitrificação, com exposição de 2,5, 5 
e 7,5 min. em molaridades de 6 M, 8 M e 10 M de ACP; e (2) para a construção 
de protocolos de congelamento lento com incorporação dos ACPs em banhos 
crescentes avaliado os efeitos tóxicos sobre a fertilização em 0,5 M, 1 M, 2 M e 
4 M. Avaliou-se a sensibilidade dos oócitos a baixa temperatura (2,5°C) em 
quatro tempos de estocagem 30, 60, 90 e 120 minutos. Oócitos foram 
submetidos ao congelamento lento em vapor de nitrogênio avaliando as injúrias 
morfológicas geradas pela exposição aos ACPs e ao congelamento. Os 
resultados obtidos mostraram que somente a HBSS com e sem cálcio foram 
capazes de manter o estado não ativado dos gametas, porém, as mesmas não 
proporcionaram a extensão da viabilidade dos oócitos, permitindo a que estes 
continuassem a sofrer a degradação pelo tempo de estocagem, de forma 
similar aos oócitos mantidos somente em fluido ovariano. Foi constatado a alta 
sensibilidade dos oócitos aos ACPs e ao frio. A toxicidade apresentada nas 
molaridades mais altas dos ACPs (6 M, 8 M e10 M) em todos os tempos de 
exposição, inviabiliza o congelamento por vitrificação. Foi observado certa 
toxicidade em molaridades mais baixas (0.5, 1, 2 e 4 M), contudo foi possível 
obter taxas de viabilidade que permitem a exploração novos protocolos de 
congelamento lento. Injúrias foram observadas durante a exposição aos ACPs 
e após o descongelamento dos oócitos, entretanto os mesmos apresentaram 
capacidade de hidratação de forma aparentemente normal. Hipóteses foram 
levantadas sobre as etapas em que ocorrem os maiores danos nos oócitos e 
sugestões foram apresentadas sobre novas avaliações.  
 
 
Palavras-chave: Biotecnologia. Crio-injurias. Congelamento lento. Peixes 

Neotropicais. Histologia. 

 
 
  



 
ABSTRACT 

 
The decades cryobiology seeks to conserve the maternal genome in fish 
through gamete preservation, but the techniques currently available run into 
problems such as low permeability of the membranes, the large the amount of 
yolk and the sensitivity of gametes to cold. Work on the subject has been 
carried out, however unsystematically and majority form with cold temperate 
species. Due to lack of information on the subject with Neotropical fish, the aim 
of this work is to develop a protocol for the freezing of Prochilodus lineatus 
oocytes for this, was evaluated using different salt solutions (Ringer and 
Ringer’s lactate solution, Hank's balanced salt solutions (HBSS) with and 
without calcium, and the solution for salmonid eggs) as a means of maintaining 
and extending the viability of oocytes. We also assessed the toxicity of three 
cryoprotectants agents (ACPs) the Dimethyl sulfoxide (DMSO), Propylene 
glycol (PG), and Methanol (MET), to (1) the development of vitrification 
protocols with exposure, 2.5, 5.0 and 7.5 min. in molarities the 6 M 8 M 10 M 
CPA; and (2) for the construction of slow cooling protocols with CPAs with 
increasing incorporation of the baths evaluated toxic effects on fertility in 0.5 M, 
1 M, 2 M and 4 M. It was evaluated the lower the sensitivity of oocytes 
temperature (2.5 ° C) storage on four 30, 60, 90 and 120 minutes. Oocytes 
underwent slow cooling in nitrogen steam evaluating the morphological injuries 
due to exposure to the CPAs and freezing. The results showed that only with 
HBSS without calcium and were able to maintain the state of gametes not 
activated, however, they do not provide the extent of viability of oocytes, 
allowing that they continue to suffer from degradation by storage time, similarly 
to the oocytes retained only in ovarian fluid. The high sensitivity of oocytes to 
the CPAs and the cold was found. The toxicity of the higher molarities of CPAs 
(6 M, 8 M and 10 M) at all exposure times, precludes freezing for vitrification. 
Some toxicity was observed at lower molarities (0.5 M, 1 M, 2 M and 4 M), but 
was possible to obtain viability rates used to open new slow freezing protocols. 
Injuries were observed during exposure to CPAs and after thawing of oocytes, 
however they showed hydration capacity of apparently normal. Hypotheses 
have been raised about the steps that occur in the greatest damage in oocytes 
and suggestions have been made on new reviews. 
 
Keywords: Biotecnology. Cryo-injuries. Slow cooling. Neotropical fishes. 

Histology. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O impacto gerado pela ação antrópica nas últimas décadas sobre a 

diversidade de peixes de água doce e marinha é incontestável. Isso reflete no 

declínio das populações naturais deste grupo, redução esta que pode ter 

graves consequências sócioeconômicas e ecológicas. A velocidade com que a 

redução destes recursos vem acontecendo implica na necessidade cada vez 

maior do desenvolvimento de novas biotecnologias para atenuar esses efeitos 

(ROBERTS et al., 2002). 

Uma das técnicas mais promissoras dentre as metodologias para a 

preservação e manutenção dos recursos ictiogenéticos é a criopreservação 

(DINNYÉS et al., 1998). O termo é utilizado para descrever a técnica de 

congelamento de material biológico como tecidos, células, embriões e outros, 

por tempo indeterminado, a temperaturas extremamente baixas (-196ºC) e que, 

quando o mesmo for descongelado mantenha sua viabilidade normal (GWO; 

STRAWN; ARNOLD, 1995; ZHANG; TIANTIAN; RAWSON, 2007). 

Os trabalhos pioneiros aplicados para peixes buscavam somente 

prolongar a viabilidade dos gametas de forma não congelada, mas por 

resfriamento em temperaturas próximas de 0°C (WALTERS et al., 2009). 

Posteriormente, as pesquisas tiveram foco no desenvolvimento de técnicas de 

congelamento profundo em nitrogênio líquido, que preservassem a integridade 

e a viabilidade dos gametas (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008). 

A técnica de criopreservação de gametas baseia-se em cinco 

procedimentos básicos: 1) a exposição a um ACP e/ou soluções crioprotetoras 

(SCPs); 2) a aplicação de uma curva de resfriamento até o total congelamento 

do material; 3) estocagem do material em lugares apropriados; 4) o 

descongelamento do material, por meio de uma curva de aquecimento que 

evite a recristalização de gelo e; 5) a remoção dos ACPs (CASTRO et al., 

2011). 

Protocolos de criopreservação para gametas, tecidos e embriões de 

peixes são, em sua maioria, referentes a animais de clima temperado como 

Salmonídeos e Cyprinídeos (RANA; GILMOUR, 1996; GUAN et al., 2008c, 

2010). Grande parte dos protocolos sobre criopreservação de gametas 



10 
 

disponíveis na literatura que foram efetivamente comprovados abordam 

congelamento de sêmen (GODINHO; VIVEIROS, 2011; VIVEIROS et al., 

2011), quando se refere à criopreservação de oócitos e embriões de teleósteos 

Neotropicais, a situação é mais delicada, protocolos com resultados positivos 

no congelamento e descongelamento deste tipo de material biológico são 

escassos e realizados de forma não sistemática (HAGEDORN; HSU; 

KLEINHANS; et al., 1997; NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008; GUAN et al., 2010; 

STREIT-JR et al., 2014). 

A determinação da concentração efetiva dos ACPs que impeça a 

formação de cristais de gelo intracelular, não afetando a viabilidade do material, 

é primordial para a aplicação da técnica de congelamento (SUZUKI et al., 

1994). Dada a toxicidade dos ACPs para células e estruturas mais complexas 

como os embriões, a combinação inapropriada pode acarretar diversas injurias 

durante a criopreservação (ROBLES et al., 2004), deste modo, ensaios de 

toxicidade e avaliações sobre os danos causados durante o processo de 

congelamento consistem nos primeiros passos para o sucesso da 

criopreservação, principalmente na vitrificação em que obrigatoriamente 

necessita de protocolos com altas concentrações de ACPs (NINHAUS-

SILVEIRA et al., 2008; ROBLES et al., 2004; STOSS; DONALDSON, 1983; 

ZHANG; RAWSON, 1995). 

Além dos problemas encontrados acerca da interação com os ACPs 

(estresse osmóticos e toxicidade), existe o problema da sensibilidade dos 

peixes às baixas temperaturas (POLGE; WILLADSEN, 1978). Os peixes 

neotropicais estão adaptados a ambientes com temperaturas relativamente 

altas, assim, de modo geral, seus gametas e embriões apresentam uma alta 

sensibilidade a baixas temperaturas, acarretando injurias aos gametas e morte 

dos embriões. 

Em embriões de peixes, estudos demonstram que a resistência ao frio 

tem uma relação direta ao desenvolvimento embrionário, ou seja, quanto mais 

desenvolvido, maior resistência dos embriões às baixas temperaturas 

(HAGEDORN et al., 2002; NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008; SHAW; 

ORANRATNACHAI; TROUNSON, 2000; ZHANG; RAWSON, 1995). Segundo 

Isayeva, Zhang e Rawson (2004) folículos ovarianos apresentam maior 
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resistência aos ACPs e ao frio do que oócitos vitelogênicos em estágios de 

desenvolvimento mais avançado ou pós-ovulatórios. Gwo, Strawn e Arnold, 

(1995), Zhang e Rawson (1995) e Dinnyés et al., (1998), atribuem a redução 

e/ou inibição dos processos metabólicos e enzimáticos ao frio, efeitos estes 

que poderão prejudicar o processo de fertilização, como também, caso haja a 

fecundação, a embriogênese. 

2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1 Os oócitos de peixes Neotropicais

Na maioria das espécies de peixes neotropicais os oócitos após 

liberados perdem a viabilidade em um período de tempo muito curto, podendo 

perder de mais de 50% do potencial de fertilização em uma hora de estocagem 

(RIZZO et al., 2003). Quando em contato com água, este tempo se reduz a 

alguns segundos, tal fato ocorre devido a reação cortical e exocitose do 

conteúdo dos alvéolos corticais, levando a um processo de fechamento da 

micrópila, impossibilitando a fertilização do gameta (HART, 1990; LINHART, 

2001; OHTA et al., 1990). As causas da perda da viabilidade em oócitos de 

algumas espécies de peixes ainda são mal compreendidas. Alguns autores 

(e.g. KUDO, 1991; LINHART; OTOMAR et al., 1995; STOSS; DONALDSON, 

1983), sugerem que a ativação cortical se inicia por reações bioquímicas 

provocadas por fatores como a penetração do espermatozoide no oócito, 

alterações de pH, variação pressão osmótica e modificação de íons 

específicos, principalmente Na+, K+, Ca2+ e Mg, sugerindo que tal processo 

possa ser espécie especifico. Na truta por exemplo, os oócitos podem ser 

estocados por um certo período de tempo em fluido ovariano somente 

realizando a manutenção da temperatura de estocagem do material (GOETZ; 

COFFMAN, 2000). 

Coffman e Goetz (1998) relatam a existência de um grupo de proteínas 

que são liberadas juntamente ao fluido ovariano durante a ovulação, que 

inibem alguns tipos de proteases presentes no fluido ovariano (e.g. 

colagenases, fosfatases, colagenases, gelatinases e lactato desidrogenase), 

permitindo assim a manutenção dos oócitos de forma similar aos alojados na 
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cavidade ovariana em estado não ativado. Juntamente com estas proteínas, 

outras substâncias e íons derivados do plasma sanguíneo, contribuem para o 

tamponamento do pH, e a estabilidade da pressão osmótica do fluido ovariano 

(COFFMAN; GOETZ, 1998; GOETZ; COFFMAN, 2000; RIME et al., 2004). 

Em peixes neotropicais diferentemente dos salmonídeos, alguns fatores 

tornam inviável a estocagem dos oócitos por longos períodos de tempo. Um 

fato crucial e que devido à baixa produção de fluido ovariano, os gametas 

podem sofrer desidratação durante a estocagem ou sua manipulação mesmo 

em curtos períodos de tempo (RIZZO et al., 2003). Estudos de melhoramento 

biotecnológico na aquicultura como por exemplo programas de reprodução 

artificial, manipulação genética e crioconservação, frequentemente necessitam 

da manipulação dos oócitos, e muitas vezes essas técnicas se tornam limitadas 

ou inviáveis pela falta de informações acerca da utilização de soluções artificias 

durante a manipulação e manutenção das características morfofisiológicas dos 

oócitos. 

A tempos os criobiologistas utilizam soluções artificiais salinas como 

meio de diluir e estender a viabilidade do sêmen em diversas espécies de 

ciprinídeos (YANG et al., 2006; YAMASHIRO et al., 2007; HU et al., 2009) e 

peixes neotropicais (GODINHO; VIVEIROS, 2011), porém, muito pouco é 

relatado acerca da utilização dessas soluções em oócitos. Na tentativa de 

manter a capacidade de fertilização de oócitos por um tempo maior, utiliza-se 

algumas soluções salinas como Solução salina balanceada de Hank (GUAN; 

RAWSON; ZHANG, 2008c; ZHANG et al., 2005a), Solução de Ringer (GILKEY, 

1983; STOSS, 1983; TOKUMOTO et al., 2011) e soluções salinas com a 

incorporação de proteínas (e.g. albumina bovina) (STOSS; DONALDSON, 

1983; VALDEZ-JR. et al., 2005; GUAN et al., 2008a; YASUI et al., 2010). 

2.2 Congelamento de oócitos de peixes 

Protocolos que abordam a criopreservação de sêmen em peixes 

neotropicais está atualmente bem documentado (GODINHO; VIVEIROS, 2011; 

NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008). Entretanto quando refere à criopreservação 

de oócitos de teleósteos neotropicais, a situação é mais delicada, não é 
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relatado na literatura algum tipo de protocolo efetivo para o congelamento e 

descongelamento deste tipo de material biológico (STREIT-JR et al., 2014). 

Inúmeras variáveis dificultam o processo de congelamento de oócitos, 

um dos fatores mais relevantes durante a criopreservação de oócitos em 

peixes, é baixa permeabilidade das membranas (o córion e membranas 

associadas ao oolema), principalmente a membrana mais externa, o córion, 

não permitindo uma incorporação adequada dos agentes crioprotetores 

(ACPs), e consequentemente não fornecendo a proteção necessária para 

evitar a formação de cristais de gelo internamente, gerando criolesões nos 

oócitos (DINNYÉS et al., 1998; ZHANG; RAWSON, 1995). 

Dificuldades em obter uma concentração efetiva das soluções 

crioprotetoras (SCPs) que impeça a formação de cristais de gelo, sem que a 

mesma afete a viabilidade do material são informações primordiais (SUZUKI et 

al., 1994). Uma vez que todas essas substâncias utilizadas como ACPs são 

tóxicas em algum momento, o uso inapropriado das mesmas podem acarretar 

diversas injurias nas células (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008; ROBLES et al., 

2004; STOSS; DONALDSON, 1983; ZHANG; RAWSON, 2007). 

Agentes crioprotetores (ACPs) são substâncias que permitem a redução 

do ponto crioscópico das soluções crioprotetoras (SCPs) utilizadas durante o 

processo de criopreservação em temperaturas inferiores a zero grau (célsius) 

evitando a formação de cristais de gelo, sendo que, cada solução possui um 

ponto crioscópico distinto (CABRITA et al., 2003). Os laboratórios que 

produzem tais produtos frequentemente utilizados como ACPs relatam que a 

redução do ponto crioscópico da solução, faz com que apesar da baixa 

temperatura (geralmente abaixo do ponto crioscópico da água), a mesma 

permanece em estado líquido, sem mudança de sua massa, reduzindo assim 

os problemas acerca da faixa de temperatura em que ocorre a nucleação do 

gelo, geralmente entre 0° e -40° célsius (SIGMA-ALDRICH, 2012). 

De acordo com as características moleculares das substâncias 

crioprotetoras, estas podem ser divididas em dois grupos (CASTRO et al., 

2011), são elas: os crioprotetores que apresentam baixo peso molecular e 

difundem através das membranas celulares, conhecidos como crioprotetores 

internos ou intracelulares, como exemplo, o Metanol, Dimetilsulfoxido, 
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Etilenoglicol, Dimetilformamida, Propilenoglicol (CASTRO et al., 2011). E os 

reagentes que possuem moléculas maiores e por sua vez não penetram 

através das membranas celulares devido ao alto peso molecular, são 

chamados de crioprotetores externos ou extracelulares como sacarose, 

agarose, álcool polivinilico, trealose e outros sacarídeos (PAULA et al., 2014; 

STREIT-JR et al., 2014). 

Assim, para o congelamento de oócitos, faz-se necessário o uso de 

substâncias (ACPs) que protejam as membranas celulares (HARVEY; 

ASHWOOD-SMITH, 1982), proporcionando a desidratação das células e a 

incorporação destes, sem que estas gerem danos à célula (ROBLES et al., 

2004). A relação entre a concentração das substâncias necessárias para um 

congelamento efetivo sem a formação de cristais de gelo, bem como a 

toxicidade destes produtos, são conhecimentos chaves para o sucesso da 

técnica (SUZUKI et al., 1994; ROBLES et al., 2004). 

 

2.3 O Curimbatá (Prochilous lineatus) 
 

Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1837), é um Caracídeo da família 

Prochilodontidae. Comumente conhecido como Curimbatá ou Curimba, podem 

atingir quando adultos mais de 9,0 kg e 80 cm de comprimento. Esta espécie 

possui ampla distribuição biogeográfica, tendo registro nas drenagens dos rios 

Paraná, Paraguai e Paraíba do Sul (CASTRO, 1990). A espécie possui uma 

coloração cinza esverdeada no dorso, flancos com linhas longitudinais escuras 

entre as séries de escamas, e um ventre prateado. Sendo animais reofílicos, 

tem preferência por ambientes lóticos, sendo frequentemente observado na 

superfície da água, em áreas de remanso na calha dos grandes rios 

(VAZZOLER, 1996; DIAS; SHIBATTA, 2006). 

Esta espécie prefere as cabeceiras dos rios como sítio de desova, os 

ovos e larvas são levados e dispersos pelo fluxo de água a jusante do local da 

reprodução, chegando até as lagoas marginais onde realizam seu 

desenvolvimento inicial. Posteriormente com a chegada das chuvas na época 

das cheias, a calha dos rios extravasa suas delimitações normais e se ligam a 
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estas lagoas, possibilitando aos alevinos acesso ao ambiente lótico 

(VAZZOLER, 1996; RIZZO et al., 2003; DIAS; SHIBATTA, 2006). 

Prochilodus lineatus é uma espécie de grande importância ecológica, 

sendo considerada uma espécie chave dentro de grandes cadeias tróficas 

(ANTONIO et al., 2007). A espécie também é uma das mais importantes para a 

pesca comercial no alto Paraná, isso por sua vez juntamente com as mudanças 

causadas pela ação antrópica em seu habitat, como o barramento dos rios, 

redução da vegetação ciliar, dentre outras, reflete no declínio das populações 

naturais da espécie, e consequentemente gera perturbações no ecossistema a 

qual a espécie está inserida (DIAS; SHIBATTA, 2006; ANTONIO et al., 2007). 

Devido a sua boa resposta alimentar em cativeiro e reproduzir-se com 

relativa facilidade após a indução hormonal, P. lineatus é referência como 

modelo biológico em estudos de fisiologia (CARVALHO; FERNANDES, 2008), 

toxicidade (CAVALCANTE et al., 2010), criopreservação de genoma 

(CAROLSFELD et al., 2003; COSER; GODINHO; RIBEIRO, 1984; FELIZARDO 

et al., 2010; MILIORINI et al., 2011; NINHAUS-SILVEIRA; FORESTI; DE 

AZEVEDO, 2006; PAULA et al., 2014; VIVEIROS et al., 2009, 2010; VIVEIROS 

et al., 2011) e ecologia (FENERICH-VERANI et al., 1984; SMOLDERS et al., 

2002; CAPELETI; PETRERE, 2006) em peixes neotropicais. Do ponto de vista 

sócio/econômico a espécie desempenha papel importante na pesca comercial 

e durante a produção de larvas para a alimentação de peixes carnívoros na 

piscicultura comercial e em programas de repovoamento de estoques naturais 

(BARRERO et al., 2008). 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo geral 
O objetivo deste estudo é desenvolver um protocolo efetivo para o 

congelamento de oócitos de Curimba (Prochilodus lineatus). 

 

3.2 Objetivos específicos 
● Avaliar a solução salina mais adequada à manutenção das 

características morfofisiológicas dos oócitos de P. lineatus durante sua 

manipulação; 

● Investigar a toxicidade das substâncias crioprotetoras; 

● Avaliar a sensibilidade dos oócitos expostos as baixas temperaturas; 

● Criopreservar os ovócitos de P. lineatus, mantendo sua viabilidade pós 

descongelamento; 

● Investigar os danos morfológicos gerados pelos tratamentos sobre os 

oócitos. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 
4.1 Manutenção dos animais e obtenção dos oócitos 
 

Foram utilizados oócitos de P. lineatus obtidos por reprodução artificial, 

oriundas de matrizes do plantel de reprodutores existente no Centro Nacional 

de Pesquisa e Conservação de Peixes Continentais - CEPTA/ICMBIO, 

Pirassununga, São Paulo e Estação Ambiental de Volta Grande, Conceição 

das Alagoas, Minas gerais. Os animais foram mantidos em tanques escavados 

e alimentados com ração comercial (com 28 a 32% proteína bruta). As matrizes 

foram induzidas à desova por meio de injeções intra-celomáticas contendo 

GnRHa + antidopaminergético (Ovopel®, D-Ala6, Pro9NEt-mGnRH + 

metoclopramida; Interfish Ltd. Hungary), em duas doses para as fêmeas (0,5 

mg e 5mg. Kg-1 de peixe vivo) com intervalo de dez horas entre as aplicações. 

Nos machos foi administrada uma dose (5mg Kg-1) aplicada de forma a 

coincidir com a segunda dose das fêmeas. A extrusão dos oócitos e do sêmen 

foi realizada por meio de massagem abdominal no sentido antero-posterior. O 

sêmen foi armazenado em tubos plásticos tampados de 15 ml, e a desova 

armazenada em potes plásticos estéreis com tampa durante a distribuição das 

alíquotas dos tratamentos. 

Os procedimentos metodológicos utilizados para o desenvolvimento 

deste trabalho estão de acordo com os Princípios Éticos na Experimentação 

Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e 

foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de 

Engenharia, UNESP / Ilha Solteira, São Paulo, Brasil. 

 

4.2 Escolha das soluções salinas 
 

Foram avaliadas cinco soluções salinas: Solução de Ringer (116 mM de 

NaCl, 2,9 mM de KCl, 1,8 mM de CaCl2 em tampão HEPES, pH 7,2) (WUSTEMAN 

et al., 2008; YASUI et al., 2010), Solução de Ringer lactato (102 mM de NaCl, 4 

mM de KCl, 1,5 mM de CaCl2 e 28 mM C3H5O3Na, pH 7,0), Solução Salina 
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Balanceada de Hank (HBSS) (0,137 mM de NaCl, 5,4 mM de KCl, 0,25 mM de 

Na2HPO4, 0,44 mM de KH2PO4, 1,3 mM de CaCl2, 1 mM de MgSO4 e 4,2 mM de 

NaHCo3, pH 8,0) (GUAN et al., 2008a; YASUI et al., 2010), HBSS sem cálcio 
(0,137 mM de NaCl, 5,4 mM de KCl, 0,25 mM de Na2HPO4, 0,44 mM de KH2PO4, 

1 mM de MgSO4 e 4,2 mM de NaHCo3, pH 8,0) e Solução para ovos de 

salmonídeos (0,145 mM de NaCl, 3,4 mM de KCl, 3 mM de CaCl2, 0,5 mM de 

MgSO4, BSA 1 g/L e ácido cítrico até pH 8,4) (STOSS; DONALDSON, 1983). 

Para tal, foram separadas amostras com 500 oócitos em tubos plásticos 

graduados de 50 mL, imersas em 10 mL de solução salina e mantidas nestas 

por duas horas, à 22ºC, perfazendo cinco repetições (uma fêmea por 

repetição). Após o período de exposição os gametas foram avaliados quanto à 

hidratação, ativação cortical e fertilidade. Para a análise de fertilidade, 50 

oócitos de cada tratamento foram fertilizados com 100 microlitros de sêmen 

fresco, previamente avaliado quanto à sua qualidade (foram utilizados sêmen 

com motilidade >80% avaliados de forma subjetiva em microscópico óptico), 

incubados até o estágio de neurula, posteriormente os mesmos foram fixados 

para análises. Como controle, foram utilizados dois grupos com 50 oócitos 

cada: C1 – os oócitos foram fertilizados logo após a extrusão, visando 

averiguar a qualidade dos oócitos; C2 – os oócitos foram estocados sem a 

influência da solução salina, somente com o fluido ovariano, pelo mesmo 

período de tempo dos tratamentos, visando avaliar a influência do tempo de 

estocagem. 

 

4.3 Toxicidade dos agentes crioprotetores 
 

Foram avaliadas a toxicidade de três ACPs diferentes, o Metanol (MET), 

Dimetilsulfoxido (DMSO), e Propilenoglicol (PG), visando abordar: (1) a 

elaboração de protocolos de congelamento lento (baixas molaridades com 

maior tempo de exposição), e (2) protocolos para vitrificação, sendo 

necessárias altas molaridades e redução do tempo de exposição aos ACPs. A 

escolha dos ACPs foi realizada com base na literatura (GUAN et al., 2008a; 

NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008). 
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Para este trabalho oócitos de 6 fêmeas foram utilizados, sendo 3 para 

cada experimento. Para cada tratamento, amostras com cerca de 221±14 

oócitos foram colocadas em Solução Salina Balanceada de Hank (HBSS) logo 

após serem coletados das fêmeas (a escolha da solução foi realizada com 

base nos resultados do presente estudo). Posteriormente os oócitos foram 

expostos a dois tratamentos diferentes: 

Tratamento 1: Exposição de 20 minutos em três soluções crioprotetores 

contendo: HBSS + ACP (DMSO, PG ou MET). Foi avaliado quatro molaridades 

diferentes 0,5M, 1M, 2M e 4M de cada ACP. Durante a exposição aos ACPs 

optou-se com base no trabalho de Guan, Rawson e Zhang (2008b), a 

exposição de forma gradual com osmolaridade crescente, afim de evitar 

choque osmótico, como exemplificado na Figura 1. Posteriormente os oócitos 

foram lavados em HBSS e fertilizados com 20µl de sêmen de três machos (um 

para cada fêmea perfazendo um casal por repetição) previamente avaliados 

quanto sua motilidade (foram utilizados sêmen com motilidade >80% avaliados 

de forma subjetiva em microscópico óptico) e incubados até o estágio de 

neurula. Após este processo as amostras foram fixadas para contagem. 
Tratamento 2: Os oócitos foram expostos a DMSO e PG em três 

molaridades diferentes, 6M, 8M e 10M. Foram avaliados três tempos de 

exposição, 2,5 min., 5 min. e 7,5 min. Após este período os oócitos foram 

lavados em HBSS, fertilizados e incubados até o estágio de neurula, 

posteriormente amostras foram fixadas para contagem. 

 

4.4 Sensibilidade ao frio 
 

Para a avaliação da sensibilidade ao frio, amostras com cerca de 

169±40 oócitos (pertencentes a mesma desova utilizada no Tratamento 2) 

foram expostos ao frio em temperatura de 2,5±0,3°C durante 30 min., 60 min., 

90 min. e 120 min., por sequência fertilizados com 20µl de sêmen.  Após este 

processo os oócitos foram incubados até o estágio de neurula e fixados para 

análises. Como controle amostras foram mantidas em temperatura ambiente 

(25,3°C) em tubos plásticos fechados, sendo estes fertilizados nos mesmos 
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tempos dos tratamentos. A temperatura durante o experimento foi monitorada 

com data loggers (HOBO - UA002-64) com precisão de 0,01°C e marcações a 

cada um minuto. 
 

4.5 Procedimentos de congelamento e descongelamento 
 

Após o protocolo de incorporação de ACPs do “Tratamento 1” citado 

acima, os oócitos foram envasados em paletas estéreis de 0,25 ml em SCP 

contendo 4 M de ACP + HBSS + 0,2 M de glicose. Posteriormente os oócitos 

foram expostos a uma curva de congelamento lento (de 25°C a 0°C, 

60°/min.>> 0°C a -10°C, 7,7°/min.>> -10°C a -40°C, 14,5°/min.>> -40°C a -

80°C, 30,7°/min.>> -80°C a -185°C, 10,4°/min.) em vapor de nitrogênio em 

botijão do “tipo seco” de 8 litros (Dry Steam Shippers), por fim as palhetas 

foram imersas em nitrogênio líquido, permanecendo estocadas por no mínimo 

de 24 horas antes de serem descongeladas. Para o descongelamento, as 

palhetas foram mergulhadas em um “banho-maria” de HBSS a 70ºC, por 10 

segundos. Os oócitos descongelados foram imediatamente avaliados quanto a 

capacidade de hidratação, e amostras foram fixadas para procedimentos 

histológicos. 

 

4.6 Avalição morfofisiológica 
 

A hidratação oocitária foi avaliada por meio de observação direta da 

variação do espaço perivitelino sob estereomicroscópio (Motic SMZ-168) e a 

reação cortical e morfologia dos oócitos foram avaliadas por meio de análise 

histológica. Para preparação histológica, amostras foram fixadas em solução 

de paraformaldeído a 4% e glutaraldeído a 2% em tampão fosfato Sorensen 

0,1 M pH 7,2 (Karnovsky), posteriormente desidratadas em série alcoólica e 

incluídas em metacrilato glicol (Historesina Leica). O material foi submetido a 

cortes de 3µ de espessura em micrótomo (LEICA RM 2245) equipado com 

navalha de vidro. Os cortes foram corados em azul de toluidina pH 7.0 e 

hematoxilina de Harris-eosina e fotomicrografados sob microscópio óptico 

(Zeiss Axio Scope A1 e Axiocam MRc5). 
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4.7 Estatística e análise dos dados 
 

Os dados obtidos foram avaliados quanto à normalidade por teste de 

Shapiro Wilk e homocedasticidade por meio do teste de Barlett. Quando os 

resultados apresentaram os requisitos necessários a priori das análises 

estatísticas, a comparação dos resultados foi realizada por meio do teste de 

Kruskal-Walis. Durante a comparação das taxas de fertilidade, os tratamentos 

foram avaliados em relação à média da taxa de fertilidade do grupo controle. 

As análises estatísticas foram realizadas por meio do software R, os resultados 

são expressos por meio de média e desvio padrão.  
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5. RESULTADOS 
 

5.1 Hidratação, ativação cortical e morfologia dos oócitos 
 

Das cinco soluções salinas empregadas neste estudo, somente a HBSS, 

e HBSS sem cálcio não hidrataram os oócitos após o período de duas horas de 

exposição (Figs. 2d-c). Histologicamente observou-se nos oócitos do grupo 

controle (C2) uma forma irregular, não esférica, com numerosos alvéolos 

corticais periféricos de forma elíptica circundando todo o ooplasma cortical, 

leve retração do oolema em relação ao córion em algumas regiões, glóbulos de 

vitelo acidófilos e ooplasma basófilo, mais evidente na região alveolar (Figs. 2a-

b-c). Os oócitos submetidos a solução de HBSS e HBSS sem cálcio 

apresentaram forma esférica, com alvéolos corticais seguindo a mesma 

disposição e quantidade do controle, porém estes com forma esférica e não 

elíptica, glóbulos de vitelo acidófilos, ooplasma basófilo, semelhante ao 

controle e oolema sem áreas de retração, totalmente em contato com o córion 

(Figs. 2e-f-h-i). 

Nos demais tratamentos, Solução de Ringer, Ringer Lactato e na 

Solução para ovos, os oócitos apresentavam um espaço perivitelino bem 

delimitado, redução dos alvéolos corticais a presença de vesículas corticais 

rompidas (Figs. 3-c-e-f-h-i). Os glóbulos de vitelo seguiram o mesmo padrão do 

controle em todos os tratamentos, com aparência arredondada, acidófilos e em 

grande quantidade, ooplasma basófilo e menos delimitado. Nas amostras 

submetidas a Solução de Ringer e Ringer lactato, observou-se algumas áreas 

basófilas na região entre o oolema e o espaço perivitelino (Figs. 3b-c-e). 

 

5.2 Teste de Fertilização 
 

A taxa de fertilização média logo após a extrusão (C1) foi de 65,0±26,8% 

e após duas horas de estocagem somente em fluido ovariano sem a utilização 

de soluções salinas (C2), foi de 28,8±40,9%. Os valores médios de fertilização 

dos oócitos submetidos a estocagem nas soluções de HBSS e HBSS sem 
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cálcio foram 16,3±39,5% e 5,6±7,3%, respectivamente (Fig. 4). Não houve 

diferenças estatísticas significativas entre os tratamentos e C2, mas estes 

proporcionaram valores menores e significativamente diferentes de C1 (Fig. 4). 

 

5.3 Sensibilidade aos agentes crioprotetores 
 
 Os dados obtidos não atenderam às premissas básicas para 

comparação dos valores médios por meio de análises estatísticas. Entretanto, 

por meio dos valores observa-se uma alta sensibilidade dos oócitos aos ACPs 

do tratamento 1 (Fig. 5). Referente ao PG a em 1 Molar caiu de 41±61% para 

0,9±0,8% em 2M (Fig. 5). Para o DMSO, após 20 minutos de exposição os 

valores de fertilização caíram de 54,6±51,6% em 0.5M para 2,3±2,6% em 1M 

(Fig. 5). Não foi registrado viabilidade nos oócitos expostos ao MET. 

 Observou-se que apesar dos maiores valores obtidos após a exposição 

a 1 molar de PG e 0,5 molar de DMSO os dados foram mais variáveis 

(observado pela grande variação do desvio padrão) com observado na Fig. 5, e 

que na molaridade de 0,5 M de PG foi o ACP que apresentou a menor 

variabilidade. No tratamento 2 todas as amostras submetidas as altas 

molaridades dos ACPs não apresentaram fertilização. 

Morfologicamente observou-se no tratamento 1 uma leve desidratação 

dos oócitos submetidos aos três ACPs na concentração de 4 M após 20 

minutos de exposição (Fig.6). Foram observadas injúrias na região mediana do 

córion após a exposição aos ACPs no mesmo experimento (Fig. 6). No 

tratamento 2 observou-se uma intensa desidratação dos oócitos em ambos os 

ACPs avaliados (Figs. 7 e 8). As molaridades de 8 M e 10 M de DMSO e 10 M 

de PG foram as concentrações que apresentaram as maiores alterações 

morfológicas, como a intensa deformação da configuração esférica do oócitos, 

e a desconexão entre o oolema e o córion. Apesar das alterações morfológicas 

não foi observado o rompimento dos alvéolos corticais e dos glóbulos de vitelo 

(Figs. 9 e 10). 

 

5.4 Sensibilidade a baixa temperatura 



24 
 

 
 Observou-se uma alta sensibilidade dos oócitos ao frio. Após 30 minutos 

foi observado uma significativa queda na capacidade de fertilização variando 

de 69,7±6,2% em temperatura ambiente (grupo controle) para 4,7±0,0% (Fig. 

11) quando expostos a baixa temperatura. Devido a variação dos resultados 

correspondentes as taxas de fertilização, não foi possível observar uma 

tendência na queda da viabilidade dos oócitos. Nos tratamentos de 60 e 120 

min. expostos ao frio não foi observado fertilização (Fig. 11), porém os oócitos 

estocados pelo mesmo período em temperatura ambiente apresentaram 

10,4±9,3% e 4,0±0,0% respectivamente (Fig. 11). 

 Foi possível observar uma influência do tempo de estocagem na 

redução da viabilidade dos oócitos. Apesar da diferença significativa entre a 

capacidade de fertilização observada entre o controle e após 30 minutos de 

estocagem, os valores apresentam certa similaridade quando considerado o 

desvio padrão das réplicas. Ainda referente ao tempo de estocagem, após 60 

minutos em temperatura ambiente a capacidade de fertilização nos tratamentos 

declinou de forma significativa variando de 69,7±6,2% em 30 minutos a 

4,0±0,0% em 120 minutos (Fig. 11). 

 

5.5 Injúrias geradas pelo congelamento 
 
 Os oócitos apresentaram algumas poucas e discretas injurias causadas 

pelo congelamento. Criolesões foram observadas em todos os tratamentos do 

tratamento 1 (Figs. 12b-d-f). Não se observou anormalidades nos glóbulos de 

vitelo ou alvéolos corticais, bem como nas demais estruturas dos oócitos, como 

as membranas do oolema ou arquétipo geral dos oócitos (Figs. 12a-c-e). 

Mesmo sendo registrado algumas criolesões no córion dos oócitos, os 

mesmos não perderam a capacidade de hidratação. Os oócitos submetidos aos 

ACPs PG e MET apresentaram o processo de hidratação normal, similar a 

oócitos sem qualquer tipo de tratamento (Fig. 13). Entretanto apesar de 

apresentarem uma hidratação similar aos demais, os oócitos expostos ao 
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DMSO apresentaram uma significante cor opaca (no oolema) após os primeiros 

quinze minutos no processo de hidratação (Fig. 13).  
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Figura 1. Esquema do delineamento do tratamento 1. Oócitos de Prochilodus lineatus com 

exposição de 20 minutos (tempo total) em exposição crescente em 0,5 M, 1 M, 2 M e 4 M de 

ACP. 

 
Fonte: próprio autor. 
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Figura 2. Oócitos de Prochilodus lineatus após exposição de duas horas às soluções salinas, 

(A, B e C) Controle 2, (D, E e F) HBSS sem cálcio e (G, H e I) HBSS. Legenda: (ch) córion, (ca) 

alvéolo cortical, (yg) glóbulos de vitelo, (estrela) área de retração do oolema. Barra de escala A, 

B, D, E, G e H = 200µm, C, F e I = 100µm). 

 
Fonte: próprio autor. 
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Figura 3 - Oócitos de Prochilodus lineatus após exposição de duas horas às soluções salinas, 

(A, B e C) Ringer, (D, E e F) Ringer lactato e (G, H e I) Solução para oócitos. Legenda: (ch) 

córion, (ca) alvéolo cortical, (yg) glóbulos de vitelo, (*) espaço perivitelino. Barra de escala A, B, 

D, E, G e H = 200µm, C, F e I = 100µm). 

 
Fonte: próprio autor. 
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Figura 4. Taxa de fertilização dos oócitos de Prochilodus lineatus, do grupo controle (C2), e 

após 2 horas de exposição a HBSS, e HBSS sem cálcio. Letras iguais indicam que não houve 

diferenças estatísticas. 

 
Fonte: próprio autor. 

 

 
Figura 5. Taxa de fertilização dos oócitos de Prochilodus lineatus, do grupo controle, e após a 
exposição de 20 minutos a 0.5 M, 1 M, 2 M e 4 M de ACP. Legenda: (Cont.) controle, (PG) 
Propilenoglicol e (DMSO) Dimetilsulfoxido. Resultados expressos por média e desvio padrão. * 
Foram omitidos os dados do metanol devido à ausência de fertilização em todas as 
molaridades testadas. 

 
Fonte: próprio autor. 
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Figura 6. Fotomicrografias dos oócitos de Prochilodus lineatus 20 minutos de exposição a SCP 
contendo 4 M de ACP + 0,2 M de glicose e grupo controle. Coluna da esquerda em visão 
macroscópica do oócito. Coluna central e direita cortes histológicos indicando as injúrias. 
Legenda: (MET) Metanol, (DMSO) Dimetilsulfoxido, (PG) Propilenoglicol, (ij) crioinjúrias, (ch) 
córion, (ca) alvéolo cortical e (vg) glóbulos de vitelo. Barra de escala 250µm. Coloração: 
hematoxilina de Haris – eosina. 

 
Fonte: próprio autor. 
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Figura 7. Morfologia dos oócitos de Prochilodus lineatus submetidos ao propileglicol (PG) a 6 
M, 8 M e 10 M, em três tempos de exposição 2.5, 5 e 7.5 minutos. Barra de escala 250µm. 

 
Fonte: próprio autor. 
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Figura 8. Morfologia dos oócitos de Prochilodus lineatus submetidos ao dimetilsulfoxido 
(DMSO) a 6 M, 8 M e 10 M, em três tempos de exposição 2.5, 5 e 7.5 minutos. Barra de escala 
250µm. 

 
Fonte: próprio autor. 
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Figura 9. Fotomicrografia dos oócitos de Prochilodus lineatus submetidos ao propileglicol (PG) 
a 6 M, 8 M e 10 M, em três tempos de exposição 2.5, 5 e 7.5 minutos. Barra de escala 250µm. 
Coloração: hematoxilina de Haris – eosina. 

 
Fonte: próprio autor. 
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Figura 10. Fotomicrografia dos oócitos de Prochilodus lineatus submetidos ao dimetilsulfoxido 
(DMSO) a 6 M, 8 M e 10 M, em três tempos de exposição 2.5, 5 e 7.5 minutos. Barra de escala 
250µm. Coloração: hematoxilina de Harris – eosina. 

 
Fonte: próprio autor. 
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Figura 11. Taxa de fertilização dos oócitos de Prochilodus lineatus, do grupo controle, e após 
30, 60, 90 e 120 minutos em temperatura ambiente (25,3°C) e submetidos a baixa temperatura 
(2,5°C±0,3°C). Letras diferentes indicam diferenças estatísticas significantes. Resultados 
expressos por média e desvio padrão. 

 
Fonte: próprio autor. 
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Figura 12. Fotomicrografias dos oócitos de Prochilodus lineatus após 20 minutos de exposição 
a SCP contendo 4 M de ACP + 0,2 M de glicose submetidos ao congelamento e 
descongelamento. Fotos (A e B) Metanol, (C e D) Dimetilsulfoxido e (E e F) Propilenoglicol. 
Legenda: (ij) crioinjúrias, (ch) córion, (ca) alvéolo cortical e (vg) glóbulos de vitelo. Barra de 
escala 250µm. Coloração: hematoxilina de Harris - eosina. 

 
Fonte: próprio autor. 
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Figura 13. Hidratação dos oócitos de Prochilodus lineatus após 0, 15 e 30 minutos 
posteriormente ao congelamento e descongelamento em SCP contendo 4 M de ACP + 0,2 M 
de glicose. Legenda: (MET) Metanol, (DMSO) Dimetilsulfoxido, (PG) Propilenoglicol. Barra de 
escala 250µm. 

 
Fonte: próprio autor. 
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7. DISCUSSÃO 
 

Os oócitos de P. lineatus seguem o padrão da maioria dos peixes 

reofílicos migradores neotropicais, com gametas adaptados ao ambiente no 

qual a espécie está inserida (GODINHO; LAMAS; GODINHO, 2010), como a 

presença de grande quantidade de vitelo, e o aparecimento do espaço 

perivitelino após a ativação cortical (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006; 

GANECO et al., 2009). O aspecto geral dos oócitos pós ovulatórios de P. 

lineatus foi similar ao descrito por Freire-Brasil, 2001; Rizzo; Godinho; Sato, 

2003. 

A disposição dos alvéolos corticais estava de acordo com a proposta de 

Bazzoli e Godinho (1994) com diversas camadas descontinuas de pequenas 

vesículas no citoplasma cortical dispostos ao longo de toda a extensão do 

oolema. 

Outra característica dos oócitos dos teleósteos reofílicos, são os 

processos que levam ao rápido fechamento da micrópila, reduzindo a 

capacidade de fertilização dos oócitos de alguns segundos a poucos minutos 

(RIZZO et al., 2003). Esta característica parece ser conservada em alguns 

grupos (VARI; MALABARBA, 1998), tratando-se de complexos eventos que 

envolvem vários mecanismos bioquímicos e biofísicos, como a despolarização 

de membranas, variações osmóticas com movimentação de íons específicos 

como Ca2+, Mg e Na+ (MCMILLAN, 2007). 

Observou-se uma redução significativa da viabilidade dos oócitos 

armazenados durante duas horas sem a presença da solução salina. Este fato 

é corroborado pelo trabalho de Rizzo e colaboradores (2003), em que relatam 

uma redução de mais de 50% na viabilidade dos oócitos de P. marggravii, um 

congênere de P. lineatus após duas horas de estocagem de seus oócitos, 

evento similar também relatado por Mollah; Tan (1983), Linhart et al., (1995) e 

Linhart (2001) para outras espécies. 

Diferentemente dos peixes Neotropicais, oócitos de alguns 

Cypriniformes possuem auto ativação cortical quando liberados (LINHART, 

2001; RIZZO; GODINHO; SATO, 2003), neste contexto a utilização de 

soluções artificiais é obrigatoriamente necessária, na intenção estender a 
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viabilidade dos oócitos durante sua manipulação. Em espécies que não existe 

auto ativação do oócito, algumas soluções salinas com diferentes formulações 

são utilizadas, como em Oncorhynchus kisutch e Salmo gairdneri (STOSS; 

DONALDSON, 1983), Danio rerio (GUAN; RAWSON; ZHANG, 2008a, c; 

TOKUMOTO et al., 2011; ZHANG et al., 2008), Oncorhynchus keta (HARVEY; 

ASHWOOD-SMITH, 1982), Carassius sp. (TOKUMOTO et al., 2004), Oryzias 

latipes (GILKEY; JOHN et al., 1978), porém nada é relatado para peixes 

neotropicais. 

Ao contrário do observado por Stoss e Donaldson (1983), a Solução 

formulada para ovos de truta (Oncorhynchus kisutch) e salmão (Salmo 

gairdneri) não possibilitou a manutenção necessária às características 

fisiológicas dos oócitos de P. lineatus. O mesmo foi observado com a Solução 

de Ringer e Ringer com Lactato de sódio, em que ambas ativaram a reação 

cortical dos gametas. Apesar da Solução de Ringer com lactato de sódio não 

ser comumente utilizada, esta seria a solução salina com características 

osmóticas mais próximas do fluído ovariano de P. linetaus, pH 7,0 e 288mM 

(Fluído ovariano pH 7,5 e 289 mOsmol (n=5), avaliado em ensaios prévios). 

A Solução de Ringer é utilizada com sucesso durante a manutenção das 

características oocitárias com algumas espécies como Cyprinus sp. e 

Carassius sp. (STOSS, 1983; TOKUMOTO et al., 2004), Oryzias latipes 

(GILKEY, 1983; GILKEY et al., 1978) e Danio rerio (TOKUMOTO et al., 2004), 

porém, a Solução de Ringer não foi capaz de fornecer condições adequadas 

para a não ativação dos oócitos de P. lineatus. A utilização da HBSS em sua 

formula completa ou modificada é empregada com frequência em trabalhos 

com oócitos, sêmen, células e tecidos com diferentes grupos animais (GUAN; 

RAWSON; ZHANG, 2008b; HAGEDORN; HSU; WILDT, 1997; YANG et al., 

2006b; YASUI; FUJIMOTO; ARAI, 2010; ZHANG et al., 2008; ZHANG et al., 

2005a). Os resultados do presente trabalho corroboram com a utilização da 

solução de HBSS com e sem a presença de cálcio como meio de manutenção 

de oócitos em estado não ativado, porém diferentemente ao observado em 

outros trabalhos (e.g. Sakai; Burgess; Hopkins, 1997) a HBSS com e sem 

cálcio não proporcionaram extensão da viabilidade dos oócitos, sugerindo a 

utilização destas soluções somente como meio artificial de manutenção em 
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curto prazo evitando, principalmente, a desidratação dos oócitos. Apesar de 

não haver diferença significativa entre a taxa de fertilização obtida entre as 

formulas da solução de HBSS com e sem cálcio, observa-se uma redução dos 

valores na taxa de fertilidade dos oócitos expostos em solução sem cálcio. 

O cálcio tem papel importante durante o processo de fertilização do 

oócito, e parece ser fundamental para o desenvolvimento posterior do ovo (LEE 

et al., 1999). Em Danio rerio Runft et al. (2002) relatam um aumento das 

concentrações de cálcio alguns segundos após a entrada do espermatozoide 

no oócito. Ainda segundo os mesmos autores, o aumento dos níveis de cálcio é 

de origem endógena por meio de reservas intracelulares e coincidem com os 

eventos bioquímicos e biofísicos da ativação cortical e elevação do córion por 

meio da exocitose do conteúdo dos alvéolos corticais. 

Os eventos de movimentação de íons, despolarização das membranas, 

e bloqueio da micrópila durante a fertilização são extremamente rápidos, todo 

este processo parece ser bem conservado em teleósteos, realizando o papel 

de evitar possíveis hibridações entre espécies (BABIN et al., 2007; KINSEY et 

al., 2007). A movimentação de Ca2+ por exemplo dura cerca de 17 segundos a 

após ativação cortical durante a fertilização, posteriormente a entrada do 

espermatozoide no oócito em Danio rerio (LEE et al., 1999). 

A despolarização da membrana do oolema acontece com a mesma 

rapidez, em cerca de 20±10 segundos em Oryzias latipes, a hipótese atribuída 

a este evento parece estar relacionada com o influxo de íons de Ca2+ e Na+ e o 

fluxo de K+ (MCMILLAN, 2007). Durante o processo de despolarização, novos 

canais podem surgir na superfície do oolema alterando a movimentação de K+, 

primeiro pelo aumento de Ca2+ transitório, e posteriormente pela fusão da 

membrana do oolema durante a exocitose do conteúdo alveolar (KINSEY et al., 

2007). Os reais efeitos do uso das diferentes soluções salinas empregadas 

como meio de manutenção de oócitos ainda não estão claros. Mais trabalhos 

devem ser realizados para preencher algumas lacunas sobre o potencial de 

ação causada por essas soluções durante a manutenção de gametas de 

peixes. 

Existe um consenso geral sobre a necessidade da utilização de ACPs 

durante o processo de criopreservação na tentativa de evitar ou ao menos 
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reduzir as injúrias resultantes do congelamento (MYCOCK et al., 1995; FAHY, 

2010). Entretanto o mecanismo de atuação dos ACPs ainda não está bem 

elucidado, refletindo em uma inadequada utilização dos mesmos (FAHY, 2010). 

O presente trabalho mostra uma alta sensibilidade dos oócitos de P. lineatus 

aos ACPs, principalmente ao MET, não sendo registrada viabilidade dos 

oócitos submetidos a este ACP. Em contraste a utilização do MET por Guan; 

Rawson; Zhang, (2008b) mostrou-se eficiente, evitando injurias geradas pelo 

congelamento mantendo a integridade das membranas externas dos oócitos de 

zebrafish (Danio rerio). 

O DMSO devido a sua estrutura molecular (álcool bipolar) e o fato de ser 

encontrado naturalmente no organismo de várias espécies animais e vegetais 

possui grande aceitação como ACP na criobiologia (SOJKA et al., 1990; GUAN 

et al., 2008a). Sua estrutura química permiteinteragir-se com diferentes tipos 

moléculas (e.g. lipídeos, proteínas e RNAs) sem que este gere danos 

irreversíveis as mesmas, perfazendo a teoria de que o produto seja 

praticamente atóxico (SOJKA et al., 1990). De forma antagônica a atribuição de 

ausência de toxicidade do DMSO, Zampolla et al., (2009) avaliaram a 

toxicidade do DMSO em oócitos de zebrafish, relatando o aumento da 

replicação de DNA mitocondrial e a redução das taxas de ATP após a 

exposição a 2 M do crioprotetor. Os mesmos autores atribuem essas 

alterações a tentativa de correção do oócito do DNA mitocondrial e relatam 

também a ausência de replicações de DNA em concentrações acima de 3 M de 

DMSO. 

 O PG é geralmente associado a outros ACPs nos protocolos de 

congelamento de oócitos de mamíferos (TAN et al., 2009; COCCHIA et al., 

2010) e recentemente vem sendo incorporado aos ACPs mais tradicionais 

empregados durante o congelamento de sêmen (NAVARRO et al., 2004) e 

embriões de peixes (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008). Os dados obtidos com 

PG no presente trabalho mostraram baixas taxas de fertilização em relação ao 

tratamento com DMSO, toda via o PG a 0,5 M mostrou-se mais consistência 

nos dados com as menores variações, apesar da ausência de análises 

estatísticas. Uma hipótese levantada por Wusteman et al., (2008) propõe que a 

toxicidade do PG é de forma segundaria, em que esta substância altera a 
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homeostase do cálcio via bomba de Na+/Ca2+ e também gera alterações na 

permeabilidade das mitocôndrias. 

 A vitrificação de oócitos e embriões de peixes teve seus principais 

estudos publicados somente nas últimas décadas, porém não são focos de 

trabalhos sistemáticos (ISAYEVA et al., 2004). Na literatura somente foram 

relatados sucesso no congelamento de embriões em algumas poucas espécies 

de peixes como o Paralichthys olivaceus (CHEN; TIAN, 2005). As vantagens da 

vitrificação em relação ao congelamento lento defendido por alguns autores 

(e.g. (Guan; Rawson; Zhang, 2010; Isayeva; Zhang; Rawson, 2004) são que 

devido as altas taxas de resfriamento (~2.500°c/min.) a redução do tempo que 

o material seria exposto ao frio reduziria os problemas com a sensibilidade ao 

frio, reportados em oócitos de peixes por Isayeva; Zhang; Rawson, (2004) em 

Danio rerio, Sanches et al., (2014) em Steindachneridion parahybae e no 

presente estudo em Prochilodus lineatus. 

Como segundo argumento relata-se que com a obtenção do estado vítrio 

gerado pelas altas concentrações das SCPs utilizadas, as chances de ocorrer a 

nucleação de gelo internamente (geralmente entre temperaturas de 0 a -40°C) 

seria minimizada. Observou-se no presente estudo uma alta sensibilidade 

dos oócitos a baixa temperatura a partir de 30 min. de exposição, problema que 

teoricamente seria contornado de forma alternativa aplicando a técnica de 

vitrificação. Entretanto não foi observada viabilidade nos oócitos expostos a 

ambos os ACPs em 6 M, 8 M e 10 M, tornando a metodologia inviável ao 

esbarrar na toxicidade do ACPs. Apesar da alta toxicidade dos ACPs, 

morfologicamente os gametas de ambos os tratamentos estavam normais, 

levantando a hipótese de que os crioprotetores utilizados podem inviabilizar o 

material em nível molecular assim como levantado por Isayeva; Zhang; 

Rawson (2004) e Castro et al., (2011). 

 Dificuldades em obter um protocolo efetivo para o congelamento de 

oócitos em peixes são em sua maioria atribuídos a baixa permeabilidade das 

membranas (ISAYEVA et al., 2004; GUAN et al., 2008a, 2010), 

consequentemente podendo ocorrer a formação de cristais de gelo intracelular 

e causar graves danos ao material. Criolesões similares as encontradas nos 
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oócitos de P. linaetus no presente estudo, foram reportadas em embriões da 

mesma espécie por Ninhaus-Silveira et al., (2008). 

 A penetração de ACPs e a permeabilidade das membranas em peixes 

foi estudada por Valdez-JR. et al., (2005) e Zhang et al., (2005b) em diferentes 

estágios de desenvolvimento de oócitos de medaka (Oryzas latipes) e zebrafish 

(Danio rerio) respectivamente. Os autores relatam uma redução significante da 

permeabilidade das membranas em função da redução temperatura. Eventos 

similares foram relatados em oócitos de mamíferos (AGCA et al., 1998) e 

ouriços (ADAMS et al., 2003). A hipótese por traz deste evento foi levantada 

por Farkas et al., (2001) e implica na alteração da fluidez após a modificação 

das cadeias de fosfolipídeos presentes nas membranas devido a redução da 

temperatura. 

 Após a exposição aos ACPs as análises morfológicas dos oócitos 

mostraram que o oolema desconectou-se do córion. O mesmo fato foi relatado 

por Zhang, et al., (2005b) em oócitos de zebrafish. A possível resposta 

apresentada para esse fato seria as diferentes taxas de permeabilidade entre o 

córion e a membrana do oolema, considerando que o córion possui uma maior 

permeabilidade que outras membranas, acumulando o crioprotetor onde seria o 

espaço preivitelino. 

 Devido aos diferentes graus de toxicidade apresentados pelos ACPs, a 

utilização de diferentes crioprotetores em conjunto vem sendo utilizado 

frequentemente com bons resultados (GODOY et al., 2013). Os dados desse 

estudo sugerem que a utilização do PG em conjunto com o DMSO possa ser 

uma alternativa interessante na tentativa de contornar os efeitos deletérios 

gerados pela toxicidade dos ACPs isolados. 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Por fim, podemos concluir que somente as soluções de HBSS com e 

sem cálcio foram efetivas na manutenção do estado não ativado nos oócitos de 

P. lineatus, impedindo a hidratação oocitária e a reação cortical. As soluções 

salinas não proporcionaram a extensão da viabilidade dos oócitos, permitindo a 

que estes continuassem a sofrer a degradação pelo tempo, somente 

proporcionam um meio artificial para manutenção temporária de curto prazo 

das características morfofisiológicas dos oócitos, podendo ser utilizada durante 

a manipulação dos gametas sem que estes sofram desidratação. Apesar de 

ambas as soluções salinas (HBSS com e sem cálcio) se mostrarem viáveis 

para uso, levando em conta as taxas de fertilização observadas juntamente 

com a importância do cálcio durante o processo de fertilização e 

desenvolvimento posterior do embrião, sugerimos que a utilização da solução 

de HBSS com cálcio possa ser mais interessante. 

Podemos concluir com base nos dados obtidos que a vitrificação de 

oócitos de P. lineatus se torna inviável devido à alta sensibilidade dos gametas 

às molaridades mais altas dos ACPs. Apesar dos oócitos apresentarem 

hidratação pós descongelamento, o protocolo de congelamento lento adotado 

não foi capaz de manter a viabilidade morfológica dos oócitos de P. lineatus, e 

injúrias foram observadas. Lesões similares as encontradas após ao 

congelamento foram observadas também anteriormente a este, durante a 

etapa de exposição aos ACPs, levantando a hipótese que tais injúrias podem 

ser as mesmas, sendo geradas pelos ACPs e não pelo congelamento. 

Entretanto avaliações mais refinadas devem ser realizadas para elucidar se as 

lesões observadas no córion inviabilizam a fertilização ou como foi levantado 

ao longo da discussão, se a redução das taxas de fertilização dos oócitos seria 

a nível genômico. 
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