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RESUMO

A décadas a criobiologia busca a conservacdo do genoma materno em peixes
por meio da conservacdo de gametas, porém as técnicas disponiveis
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 néo
sisteméatica e de forma majoritaria com espécies de clima temperado a frio.
Devido a caréncia de informagcOes sobre o tema com peixes neotropicais,
objetivou-se neste trabalho desenvolver um protocolo para o congelamento de
odcitos de Prochilodus lineatus, para isso, foi avaliado o uso de diferentes
solucbes salinas (solucdo de Ringer e Ringer lactato, solugdo salina
balanceada de Hank (HBSS) com e sem calcio, e solugdo para ovos de
salmonideos) como meio de manutencdo e extensdo da viabilidade dos
o6citos. Também foi avaliado a toxicidade de trés agentes crioprotetores
(ACPs) o Dimetilsulfoxido (DMSOQO), Propilenoglicol (PG), e Metanol (MET),
visando (1) a elaboracédo de protocolos de vitrificagdo, com exposicéo de 2,5, 5
e 7,5 min. em molaridades de 6 M, 8 M e 10 M de ACP; e (2) para a construcéo
de protocolos de congelamento lento com incorporacdo dos ACPs em banhos
crescentes avaliado os efeitos toxicos sobre a fertilizacdo em 0,5 M, 1 M, 2 M e
4 M. Avaliou-se a sensibilidade dos odécitos a baixa temperatura (2,5°C) em
quatro tempos de estocagem 30, 60, 90 e 120 minutos. Odbcitos foram
submetidos ao congelamento lento em vapor de nitrogénio avaliando as injarias
morfolégicas geradas pela exposicdo aos ACPs e ao congelamento. Os
resultados obtidos mostraram que somente a HBSS com e sem célcio foram
capazes de manter o estado ndo ativado dos gametas, porém, as mesmas nao
proporcionaram a extensdo da viabilidade dos odcitos, permitindo a que estes
continuassem a sofrer a degradacdo pelo tempo de estocagem, de forma
similar aos oo6citos mantidos somente em fluido ovariano. Foi constatado a alta
sensibilidade dos odcitos aos ACPs e ao frio. A toxicidade apresentada nas
molaridades mais altas dos ACPs (6 M, 8 M €10 M) em todos os tempos de
exposicao, inviabiliza o congelamento por vitrificacdo. Foi observado certa
toxicidade em molaridades mais baixas (0.5, 1, 2 e 4 M), contudo foi possivel
obter taxas de viabilidade que permitem a exploracdo novos protocolos de
congelamento lento. Injurias foram observadas durante a exposi¢cdo aos ACPs
e apdés o descongelamento dos odcitos, entretanto 0s mesmos apresentaram
capacidade de hidratacdo de forma aparentemente normal. Hipbteses foram
levantadas sobre as etapas em que ocorrem 0s maiores danos nos o0citos e
sugestdes foram apresentadas sobre novas avaliagoes.

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,
1M 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. INTRODUCAO

O impacto gerado pela ac¢do antrépica nas ultimas décadas sobre a
diversidade de peixes de agua doce e marinha é incontestavel. Isso reflete no
declinio das populacées naturais deste grupo, reducdo esta que pode ter
graves consequéncias socioecondmicas e ecoldgicas. A velocidade com que a
reducao 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
preservacdo e manutencdo dos recursos ictiogenéticos € a criopreservacao
(DINNYES et al., 1998). O termo é utilizado para descrever a técnica de
congelamento de material bioldgico como tecidos, células, embrides e outros,
por tempo indeterminado, a temperaturas extremamente baixas (-196°C) e que,
guando 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 ndo congelada, mas por
resfriamento em temperaturas proximas de 0°C (WALTERS et al., 2009).
Posteriormente, as pesquisas tiveram foco no desenvolvimento de técnicas de
congelamento profundo em nitrogénio liquido, que preservassem a integridade
e a viabilidade dos gametas (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008).

A técnica de criopreservacdo de gametas baseia-se em cinco
procedimentos basicos: 1) a exposicao a um ACP e/ou solucdes crioprotetoras
(SCPs); 2) a aplicagdo 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 recristalizacdo de gelo e; 5) a remogédo dos ACPs (CASTRO et al.,
2011).

Protocolos de criopreservacdo para gametas, tecidos e embrides de
peixes sdo, em sua maioria, referentes a animais de clima temperado como
Salmonideos e Cyprinideos (RANA; GILMOUR, 1996; GUAN et al.,, 2008c,
2010). Grande parte dos protocolos sobre criopreservacdo de gametas
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disponiveis na literatura que foram efetivamente comprovados abordam
congelamento de sémen (GODINHO; VIVEIROS, 2011; VIVEIROS et al.,
2011), quando se refere a criopreservacdo de odcitos e embrides de teledsteos
Neotropicais, a situacdo € mais delicada, protocolos com resultados positivos
no congelamento e descongelamento deste tipo de material biolégico sdo
escassos e realizados de forma ndo sistematica (HAGEDORN; HSU;
KLEINHANS; et al., 1997; NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008; GUAN et al., 2010;
STREIT-JR et al., 2014).

A determinacdo da concentracdo efetiva dos ACPs que impeca a
formacdo de cristais de gelo intracelular, ndo afetando a viabilidade do material,
€ primordial para a aplicacdo da técnica de congelamento (SUZUKI et al.,
1994). Dada a toxicidade dos ACPs para células e estruturas mais complexas
como os embrides, a combinacao inapropriada pode acarretar diversas injurias
durante a criopreservacdo (ROBLES et al., 2004), deste modo, ensaios de
toxicidade e avaliacbes sobre os danos causados durante o processo de
congelamento consistem nos primeiros passos para 0 sucesso da
criopreservacéo, principalmente na vitrificacdo em que obrigatoriamente
necessita de protocolos com altas concentracbes de ACPs (NINHAUS-
SILVEIRA et al.,, 2008; ROBLES et al., 2004; STOSS; DONALDSON, 1983;
ZHANG; RAWSON, 1995).

Além dos problemas encontrados acerca da interacdo com os ACPs
(estresse osmoticos e toxicidade), existe o problema da sensibilidade dos
peixes as baixas temperaturas (POLGE; WILLADSEN, 1978). Os peixes
neotropicais estdo adaptados a ambientes com temperaturas relativamente
altas, assim, de modo geral, seus gametas e embrides apresentam uma alta
sensibilidade a baixas temperaturas, acarretando injurias aos gametas e morte
dos embrides.

Em embribes de peixes, estudos demonstram que a resisténcia ao frio
tem uma relagéo direta ao desenvolvimento embrionario, ou seja, quanto mais
desenvolvido, maior resisténcia dos embrides as baixas temperaturas
(HAGEDORN et al, 2002; NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008; SHAW,;
ORANRATNACHAI; TROUNSON, 2000; ZHANG; RAWSON, 1995). Segundo
Isayeva, Zhang e Rawson (2004) foliculos ovarianos apresentam maior
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resisténcia aos ACPs e ao frio do que odcitos vitelogénicos em estagios de
desenvolvimento mais avancado ou pos-ovulatérios. Gwo, Strawn e Arnold,
(1995), Zhang e Rawson (1995) e Dinnyés et al., (1998), atribuem a reducao
e/ou inibicdo dos processos metabdlicos e enziméticos ao frio, efeitos estes
que poderao prejudicar o processo de fertilizacdo, como também, caso haja a

fecundacéao, a embriogénese.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Os od0citos de peixes Neotropicais

Na maioria das espécies de peixes neotropicais 0s o006citos apos
liberados perdem a viabilidade em um periodo de tempo muito curto, podendo
perder de mais de 50% do potencial de fertilizagcdo em uma hora de estocagem
(R1ZZO et al., 2003). Quando em contato com agua, este tempo se reduz a
alguns segundos, tal fato ocorre devido a reacdo cortical e exocitose do
conteudo dos alvéolos corticais, levando a um processo de fechamento da
micropila, impossibilitando a fertilizagdo do gameta (HART, 1990; LINHART,
2001; OHTA et al., 1990). As causas da perda da viabilidade em odcitos de
algumas espécies de peixes ainda sdo mal compreendidas. Alguns autores
(e.g. KUDO, 1991; LINHART; OTOMAR et al., 1995; STOSS; DONALDSON,
1983), sugerem que a ativacdo cortical se inicia por reacbes bioquimicas
provocadas por fatores como a penetracdo do espermatozoide no o0d0cito,
alteracbes de pH, variacdo pressdo osmotica e modificacdo de ions
especificos, principalmente Na*, K*, Ca’* e Mg, sugerindo que tal processo
possa ser espécie especifico. Na truta por exemplo, os odécitos podem ser
estocados por um certo periodo de tempo em fluido ovariano somente
realizando a manutencédo da temperatura de estocagem do material (GOETZ;
COFFMAN, 2000).

Coffman e Goetz (1998) relatam a existéncia de um grupo de proteinas
que sao liberadas juntamente ao fluido ovariano durante a ovulagdo, que
inibem alguns tipos de proteases presentes no fluido ovariano (e.g.
colagenases, fosfatases, colagenases, gelatinases e lactato desidrogenase),

permitindo assim a manutencéo dos odcitos de forma similar aos alojados na
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cavidade ovariana em estado ndo ativado. Juntamente com estas proteinas,
outras substancias e ions derivados do plasma sanguineo, contribuem para o
tamponamento do pH, e a estabilidade da pressdo osmotica do fluido ovariano
(COFFMAN; GOETZ, 1998; GOETZ; COFFMAN, 2000; RIME et al., 2004).

Em peixes neotropicais diferentemente dos salmonideos, alguns fatores
tornam inviavel a estocagem dos odcitos por longos periodos de tempo. Um
fato crucial e que devido a baixa producédo de fluido ovariano, os gametas
podem sofrer desidratacdo durante a estocagem ou sua manipulacdo mesmo
em curtos periodos de tempo (RIZZO et al., 2003). Estudos de melhoramento
biotecnolégico na aquicultura como por exemplo programas de reproducao
artificial, manipulacédo genética e crioconservacao, frequentemente necessitam
da manipulagéo dos odcitos, e muitas vezes essas técnicas se tornam limitadas
ou inviaveis pela falta de informacg@es acerca da utilizacao de solucdes artificias
durante a manipulacdo e manutencdo das caracteristicas morfofisioldgicas dos
odcitos.

A tempos os criobiologistas utilizam soluc¢bes artificiais salinas como
meio de diluir e estender a viabilidade do sémen em diversas espécies de
ciprinideos (YANG et al., 2006; YAMASHIRO et al., 2007; HU et al., 2009) e
peixes neotropicais (GODINHO; VIVEIROS, 2011), porém, muito pouco €
relatado acerca da utilizagdo dessas solu¢cdes em odcitos. Na tentativa de
manter a capacidade de fertilizacdo de odcitos por um tempo maior, utiliza-se
algumas solugdes salinas como Solucédo salina balanceada de Hank (GUAN;
RAWSON; ZHANG, 2008c; ZHANG et al., 2005a), Solucao de Ringer (GILKEY,
1983; STOSS, 1983; TOKUMOTO et al.,, 2011) e solugbes salinas com a
incorporacdo de proteinas (e.g. albumina bovina) (STOSS; DONALDSON,
1983; VALDEZ-JR. et al., 2005; GUAN et al., 2008a; YASUI et al., 2010).

2.2 Congelamento de oocitos de peixes

Protocolos que abordam a criopreservacdo de sémen em peixes
neotropicais esta atualmente bem documentado (GODINHO; VIVEIROS, 2011,
NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008). Entretanto quando refere a criopreservacao

de odcitos de teleGsteos neotropicais, a situacdo € mais delicada, ndo é
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relatado na literatura algum tipo de protocolo efetivo para o congelamento e
descongelamento deste tipo de material biolégico (STREIT-JR et al., 2014).

Inidmeras variaveis dificultam o processo de congelamento de odcitos,
um dos fatores mais relevantes durante a criopreservacdo de odcitos em
peixes, € baixa permeabilidade das membranas (o cérion e membranas
associadas ao oolema), principalmente a membrana mais externa, o corion,
ndo permitindo uma incorporacdo adequada dos agentes crioprotetores
(ACPs), e consequentemente ndo fornecendo a protecdo necessdria para
evitar a formacéo de cristais de gelo internamente, gerando criolesées nos
oocitos (DINNYES et al., 1998; ZHANG; RAWSON, 1995).

Dificuldades em obter uma concentracdo efetiva das solucdes
crioprotetoras (SCPs) que impeca a formagao de cristais de gelo, sem que a
mesma afete a viabilidade do material sdo informagdes primordiais (SUZUKI et
al., 1994). Uma vez que todas essas substancias utilizadas como ACPs séo
toéxicas em algum momento, 0 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) sdo substancias que permitem a reducéo
do ponto crioscopico das solucfes crioprotetoras (SCPs) utilizadas durante o
processo de criopreservacdo em temperaturas inferiores a zero grau (célsius)
evitando a formacéo de cristais de gelo, sendo que, cada solugcdo possui um
ponto crioscopico distinto (CABRITA et al.,, 2003). Os laboratorios que
produzem tais produtos frequentemente utilizados como ACPs relatam que a
reducdo do ponto crioscopico da solucdo, faz com que apesar da baixa
temperatura (geralmente abaixo do ponto crioscépico da agua), a mesma
permanece em estado liquido, sem mudanca de sua massa, reduzindo assim
os problemas acerca da faixa de temperatura em que ocorre a nucleacdo do
gelo, geralmente entre 0° e -40° célsius (SIGMA-ALDRICH, 2012).

De acordo com as caracteristicas moleculares das substancias
crioprotetoras, estas podem ser divididas em dois grupos (CASTRO et al.,
2011), sao 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 ndo penetram
através das membranas celulares devido ao alto peso molecular, séo
chamados de crioprotetores externos ou extracelulares como sacarose,
agarose, alcool polivinilico, trealose e outros sacarideos (PAULA et al., 2014;
STREIT-JR et al., 2014).

Assim, para o congelamento de odcitos, faz-se necessario 0 uso de
substancias (ACPs) que protejam as membranas celulares (HARVEY;
ASHWOOD-SMITH, 1982), proporcionando a desidratacdo das células e a
incorporacao destes, sem que estas gerem danos a ceélula (ROBLES et al.,
2004). A relacdo entre a concentracdo das substancias necessarias para um
congelamento efetivo sem a formacdo de cristais de gelo, bem como a
toxicidade destes produtos, sdo conhecimentos chaves para o sucesso da
técnica (SUZUKI et al., 1994; ROBLES et al., 2004).

2.3 O Curimbata (Prochilous lineatus)

Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1837), € um Caracideo da familia
Prochilodontidae. Comumente conhecido como Curimbata ou Curimba, podem
atingir quando adultos mais de 9,0 kg e 80 cm de comprimento. Esta espécie
possui ampla distribuicdo biogeogréfica, tendo registro nas drenagens dos rios
Parana, Paraguai e Paraiba do Sul (CASTRO, 1990). A espécie possui uma
coloracao cinza esverdeada no dorso, flancos com linhas longitudinais escuras
entre as séries de escamas, e um ventre prateado. Sendo animais reofilicos,
tem preferéncia por ambientes I6ticos, sendo frequentemente observado na
superficie da agua, em areas de remanso na calha dos grandes rios
(VAZZOLER, 1996; DIAS; SHIBATTA, 2006).

Esta espécie prefere as cabeceiras dos rios como sitio de desova, 0s
ovos e larvas sao levados e dispersos pelo fluxo de agua a jusante do local da
reproducdo, 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 delimitacdes normais e se ligam a
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estas lagoas, possibilitando aos alevinos acesso ao ambiente I6tico
(VAZZOLER, 1996; RIZZO et al., 2003; DIAS; SHIBATTA, 2006).

Prochilodus lineatus € uma espécie de grande importancia ecoldgica,
sendo considerada uma espécie chave dentro de grandes cadeias troficas
(ANTONIO et al., 2007). A espécie também é uma das mais importantes para a
pesca comercial no alto Parand, isso por sua vez juntamente com as mudancas
causadas pela acdo antropica em seu habitat, como o barramento dos rios,
reducdo da vegetacao ciliar, dentre outras, reflete no declinio das populagdes
naturais da espécie, e consequentemente gera perturbacées no ecossistema a
qual a espécie esta inserida (DIAS; SHIBATTA, 2006; ANTONIO et al., 2007).

Devido a sua boa resposta alimentar em cativeiro e reproduzir-se com
relativa facilidade apds a inducdo hormonal, P. lineatus é referéncia como
modelo biolégico em estudos de fisiologia (CARVALHO; FERNANDES, 2008),
toxicidade (CAVALCANTE et al., 2010), criopreservacdo 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
sécio/econbmico a espécie desempenha papel importante na pesca comercial
e durante a producdo de larvas para a alimentacdo de peixes carnivoros 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 odcitos de Curimba (Prochilodus lineatus).

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a solugdo salina mais adequada a manutencdo das
caracteristicas morfofisiolégicas dos oécitos de P. lineatus durante sua
manipulacao;

e Investigar a toxicidade das substancias crioprotetoras;

e Avaliar a sensibilidade dos odécitos expostos as baixas temperaturas;

e Criopreservar os ovocitos de P. lineatus, mantendo sua viabilidade p6s
descongelamento;

e Investigar os danos morfolégicos gerados pelos tratamentos sobre os

odcitos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Manutencdo dos animais e obtencao dos odcitos

Foram utilizados od6citos de P. lineatus obtidos por reproducéo artificial,
oriundas de matrizes do plantel de reprodutores existente no Centro Nacional
de Pesquisa e Conservacdo de Peixes Continentais - CEPTA/ICMBIO,
Pirassununga, Sao Paulo e Estacdo Ambiental de Volta Grande, Conceicao
das Alagoas, Minas gerais. Os animais foram mantidos em tanques escavados
e alimentados com racao comercial (com 28 a 32% proteina bruta). As matrizes
foram induzidas a desova por meio de inje¢des intra-celomaticas contendo
GnRHa + antidopaminergético (Ovopel®, D-Ala6, Pro9NEt-mGnRH +
metoclopramida; Interfish Ltd. Hungary), em duas doses para as fémeas (0,5
mg e 5mg. Kg* de peixe vivo) com intervalo de dez horas entre as aplicacdes.
Nos machos foi administrada uma dose (5mg Kg?) aplicada de forma a
coincidir com a segunda dose das fémeas. A extrusdo dos oocitos e do sémen
foi realizada por meio de massagem abdominal no sentido antero-posterior. O
sémen foi armazenado em tubos plasticos tampados de 15 ml, e a desova
armazenada em potes plasticos estéreis com tampa durante a distribuicdo das
aliquotas dos tratamentos.

Os procedimentos metodoldgicos utilizados para o desenvolvimento
deste trabalho estdo de acordo com os Principios Eticos na Experimentacg&o
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e
foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Engenharia, UNESP / llha Solteira, Sdo Paulo, Brasil.

4.2 Escolha das solugdes salinas

Foram avaliadas cinco solugdes salinas: Solucdo de Ringer (116 mM de
NacCl, 2,9 mM de KCI, 1,8 mM de CaCl2 em tampéo HEPES, pH 7,2) (WUSTEMAN
et al., 2008; YASUI et al., 2010), Solucdo de Ringer lactato (102 mM de NaCl, 4
mM de KCI, 1,5 mM de CaClz e 28 mM C3H503Na, pH 7,0), Solucdo Salina
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Balanceada de Hank (HBSS) (0,137 mM de NaCl, 5,4 mM de KCI, 0,25 mM de
Na2HPOs4, 0,44 mM de KH2PO4, 1,3 mM de CaClz2, 1 mM de MgSOa4 e 4,2 mM de
NaHCos, pH 8,0) (GUAN et al.,, 2008a; YASUI et al., 2010), HBSS sem calcio
(0,137 mM de NacCl, 5,4 mM de KCI, 0,25 mM de Na2HPO4, 0,44 mM de KH2POa4,
1 mM de MgSO4 e 4,2 mM de NaHCos, pH 8,0) e Solugdo para ovos de
salmonideos (0,145 mM de NaCl, 3,4 mM de KCI, 3 mM de CaClz, 0,5 mM de
MgS04, BSA 1 g/L e acido citrico até pH 8,4) (STOSS; DONALDSON, 1983).

Para tal, foram separadas amostras com 500 odcitos em tubos plasticos
graduados de 50 mL, imersas em 10 mL de solucdo salina e mantidas nestas
por duas horas, a 22°C, perfazendo cinco repeticbes (uma fémea por
repeticdo). Apos o periodo de exposicao os gametas foram avaliados quanto a
hidratacdo, ativacdo cortical e fertilidade. Para a andlise de fertilidade, 50
o6citos de cada tratamento foram fertilizados com 100 microlitros de sémen
fresco, previamente avaliado quanto a sua qualidade (foram utilizados sémen
com motilidade >80% avaliados de forma subjetiva em microscopico oOptico),
incubados até o estagio de neurula, posteriormente os mesmos foram fixados
para analises. Como controle, foram utilizados dois grupos com 50 odcitos
cada: C1 — os odocitos foram fertilizados logo apdés a extrusdo, visando
averiguar a qualidade dos odcitos; C2 — os oocitos foram estocados sem a
influéncia da solucdo salina, somente com o fluido ovariano, pelo mesmo
periodo de tempo dos tratamentos, visando avaliar a influéncia do tempo de
estocagem.

4.3 Toxicidade dos agentes crioprotetores

Foram avaliadas a toxicidade de trés ACPs diferentes, o Metanol (MET),
Dimetilsulfoxido (DMSO), e Propilenoglicol (PG), visando abordar: (1) a
elaboracdo de protocolos de congelamento lento (baixas molaridades com
maior tempo de exposicao), e (2) protocolos para vitrificagdo, sendo
necessarias altas molaridades e reducdo do tempo de exposi¢cdo 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 odcitos de 6 fémeas foram utilizados, sendo 3 para
cada experimento. Para cada tratamento, amostras com cerca de 221+14
oocitos foram colocadas em Solucdo Salina Balanceada de Hank (HBSS) logo
apos serem coletados das fémeas (a escolha da solugdo foi realizada com
base nos resultados do presente estudo). Posteriormente 0s odcitos foram
expostos a dois tratamentos diferentes:

Tratamento 1: Exposicdo de 20 minutos em trés solucdes crioprotetores
contendo: HBSS + ACP (DMSO, PG ou MET). Foi avaliado quatro molaridades
diferentes 0,5M, 1M, 2M e 4M de cada ACP. Durante a exposi¢cdo aos ACPs
optou-se com base no trabalho de Guan, Rawson e Zhang (2008b), a
exposicdo de forma gradual com osmolaridade crescente, afim de evitar
choque osmdético, como exemplificado na Figura 1. Posteriormente os odcitos
foram lavados em HBSS e fertilizados com 20ul de sémen de trés machos (um
para cada fémea perfazendo um casal por repeticdo) previamente avaliados
quanto sua motilidade (foram utilizados sémen com motilidade >80% avaliados
de forma subjetiva em microscépico 6ptico) e incubados até o estagio de
neurula. Apds este processo as amostras foram fixadas para contagem.

Tratamento 2: Os odcitos foram expostos a DMSO e PG em trés
molaridades diferentes, 6M, 8M e 10M. Foram avaliados trés tempos de
exposicdo, 2,5 min.,, 5 min. e 7,5 min. Ap0s este periodo os odécitos foram
lavados em HBSS, fertilizados e incubados até o estdgio de neurula,

posteriormente amostras foram fixadas para contagem.

4.4 Sensibilidade ao frio

Para a avaliacdo da sensibilidade ao frio, amostras com cerca de
169+40 odcitos (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 sequéncia fertilizados com 20ul de sémen. Apods este
processo 0s oocitos foram incubados até o estagio de neurula e fixados para
andlises. Como controle amostras foram mantidas em temperatura ambiente

(25,3°C) em tubos plasticos 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 precisao de 0,01°C e marcacoes a

cada um minuto.

4.5 Procedimentos de congelamento e descongelamento

Apods o protocolo de incorporacdo de ACPs do “Tratamento 1” citado
acima, os odcitos foram envasados em paletas estéreis de 0,25 ml em SCP
contendo 4 M de ACP + HBSS + 0,2 M de glicose. Posteriormente os odécitos
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 nitrogénio em
botijdo do “tipo seco” de 8 litros (Dry Steam Shippers), por fim as palhetas
foram imersas em nitrogénio liquido, permanecendo estocadas por no minimo
de 24 horas antes de serem descongeladas. Para o descongelamento, as
palhetas foram mergulhadas em um “banho-maria” de HBSS a 70°C, por 10
segundos. Os odcitos descongelados foram imediatamente avaliados quanto a
capacidade de hidratacdo, e amostras foram fixadas para procedimentos

histoldgicos.

4.6 Avalicao morfofisioldgica

A hidratacdo oocitaria foi avaliada por meio de observacdo direta da
variacdo do espaco perivitelino sob estereomicroscopio (Motic SMZ-168) e a
reacdo cortical e morfologia dos odécitos foram avaliadas por meio de analise
histologica. Para preparacdo histoldégica, amostras foram fixadas em solucdo
de paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a 2% em tamp&o fosfato Sorensen
0,1 M pH 7,2 (Karnovsky), posteriormente desidratadas em série alcoolica e
incluidas em metacrilato glicol (Historesina Leica). O material foi submetido a
cortes de 3u de espessura em micrétomo (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 microscépio Optico

(Zeiss Axio Scope Al e Axiocam MRc5).
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4.7 Estatistica e analise dos dados

Os dados obtidos foram avaliados quanto a normalidade por teste de
Shapiro Wilk e homocedasticidade por meio do teste de Barlett. Quando os
resultados apresentaram 0s requisitos necessarios a priori das analises
estatisticas, a comparacdo dos resultados foi realizada por meio do teste de
Kruskal-Walis. Durante a comparacdo das taxas de fertilidade, os tratamentos
foram avaliados em relacdo a média da taxa de fertilidade do grupo controle.
As andlises estatisticas foram realizadas por meio do software R, os resultados

sao expressos por meio de média e desvio padrao.
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5. RESULTADOS

5.1 Hidratacéo, ativagéo cortical e morfologia dos odcitos

Das cinco solugdes salinas empregadas neste estudo, somente a HBSS,
e HBSS sem calcio ndo hidrataram os o0citos apos o periodo de duas horas de
exposicao (Figs. 2d-c). Histologicamente observou-se nos odcitos do grupo
controle (C2) uma forma irregular, ndo esférica, com numerosos alvéolos
corticais periféricos de forma eliptica circundando todo o ooplasma cortical,
leve retracdo do oolema em relacdo ao corion em algumas regides, globulos de
vitelo acidofilos e ooplasma basdéfilo, mais evidente na regido alveolar (Figs. 2a-
b-c). Os odcitos submetidos a solucdo de HBSS e HBSS sem calcio
apresentaram forma esférica, com alvéolos corticais seguindo a mesma
disposicédo e quantidade do controle, porém estes com forma esférica e néo
eliptica, glébulos de vitelo acidéfilos, ooplasma baséfilo, semelhante ao
controle e oolema sem areas de retracdo, totalmente em contato com o cérion
(Figs. 2e-f-h-i).

Nos demais tratamentos, Solucdo de Ringer, Ringer Lactato e na
Solucdo para ovos, 0s o06citos apresentavam um espaco perivitelino bem
delimitado, reducdo dos alvéolos corticais a presenca de vesiculas corticais
rompidas (Figs. 3-c-e-f-h-i). Os glébulos de vitelo seguiram o mesmo padrdo do
controle em todos os tratamentos, com aparéncia arredondada, acidofilos e em
grande quantidade, ooplasma baséfilo e menos delimitado. Nas amostras
submetidas a Solucdo de Ringer e Ringer lactato, observou-se algumas areas
baséfilas na regido entre o oolema e o espaco perivitelino (Figs. 3b-c-e).

5.2 Teste de Fertilizacao

A taxa de fertilizacdo média logo apdés a extrusdo (C1) foi de 65,0+26,8%
e apos duas horas de estocagem somente em fluido ovariano sem a utilizacéo
de solucdes salinas (C2), foi de 28,8+40,9%. Os valores médios de fertilizac&o

dos odcitos submetidos a estocagem nas solu¢cdes de HBSS e HBSS sem
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calcio foram 16,3+39,5% e 5,6+7,3%, respectivamente (Fig. 4). Ndo houve
diferencas estatisticas 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 ndo atenderam as premissas basicas para
comparacao dos valores médios por meio de analises estatisticas. Entretanto,
por meio dos valores observa-se uma alta sensibilidade dos odcitos 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, ap6s 20 minutos de exposi¢cao 0s
valores de fertilizacdo cairam de 54,6+51,6% em 0.5M para 2,3+2,6% em 1M
(Fig. 5). Nao foi registrado viabilidade nos odcitos expostos ao MET.

Observou-se que apesar dos maiores valores obtidos ap0s a exposicéo
a 1 molar de PG e 0,5 molar de DMSO os dados foram mais variaveis
(observado pela grande variagcédo do desvio padrédo) 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 ndo apresentaram fertilizacao.

Morfologicamente observou-se no tratamento 1 uma leve desidratacao
dos odcitos submetidos aos trés ACPs na concentracdo de 4 M ap6s 20
minutos de exposicao (Fig.6). Foram observadas injurias na regido mediana do
corion apdés a exposicdo aos ACPs no mesmo experimento (Fig. 6). No
tratamento 2 observou-se uma intensa desidratacdo dos odcitos em ambos 0s
ACPs avaliados (Figs. 7 e 8). As molaridades de 8 M e 10 M de DMSO e 10 M
de PG foram as concentracbes que apresentaram as maiores alteracoes
morfoldgicas, como a intensa deformacao da configuracao esférica do odécitos,
e a desconexao entre o oolema e o cérion. Apesar das alterac6es morfoldgicas
nao foi observado o rompimento dos alvéolos corticais e dos glébulos de vitelo
(Figs. 9 e 10).

5.4 Sensibilidade a baixa temperatura
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Observou-se uma alta sensibilidade dos odcitos ao frio. Apds 30 minutos
foi observado uma significativa queda na capacidade de fertilizacdo 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 variagdo dos resultados
correspondentes as taxas de fertilizagcdo, ndo foi possivel observar uma
tendéncia na queda da viabilidade dos odécitos. Nos tratamentos de 60 e 120
min. expostos ao frio ndo foi observado fertilizagdo (Fig. 11), porém 0s 00citos
estocados pelo mesmo periodo em temperatura ambiente apresentaram
10,4+9,3% e 4,0£0,0% respectivamente (Fig. 11).

Foi possivel observar uma influéncia do tempo de estocagem na
reducdo da viabilidade dos odcitos. Apesar da diferenca significativa entre a
capacidade de fertilizacdo observada entre o controle e apés 30 minutos de
estocagem, os valores apresentam certa similaridade quando considerado o
desvio padréo das réplicas. Ainda referente ao tempo de estocagem, apos 60
minutos em temperatura ambiente a capacidade de fertilizagdo 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 Injarias geradas pelo congelamento

Os od0citos apresentaram algumas poucas e discretas injurias causadas
pelo congelamento. Criolesdes foram observadas em todos os tratamentos do
tratamento 1 (Figs. 12b-d-f). Ndo se observou anormalidades nos glébulos de
vitelo ou alvéolos corticais, bem como nas demais estruturas dos odcitos, como
as membranas do oolema ou arquétipo geral dos odcitos (Figs. 12a-c-e).

Mesmo sendo registrado algumas criolesdes no corion dos odcitos, 0s
mesmos ndo perderam a capacidade de hidratagdo. Os odcitos submetidos aos
ACPs PG e MET apresentaram o processo de hidratagcdo normal, similar a
oocitos sem qualquer tipo de tratamento (Fig. 13). Entretanto apesar de

apresentarem uma hidratacdo similar aos demais, 0s 00citos expostos ao
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DMSO apresentaram uma significante cor opaca (no oolema) apés os primeiros

quinze minutos no processo de hidratacao (Fig. 13).
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Figura 1. Esquema do delineamento do tratamento 1. Odcitos de Prochilodus lineatus com
exposicdo de 20 minutos (tempo total) em exposicao crescente em 0,5 M, 1 M, 2 M e 4 M de
ACP.

Odcitos
(221+14)

|acrosm| |AcPosm| [AcPosm| |AcPosM

5 min. 6,5 min. 10 min. 20 min.

| Acram | | Aceim | | AcPim |

20 - - -
min. 5 min. 6,5 min. 10 min.
| aceam | | Acr2m |
5 min. 7 min.
ACP4M
5 min.
Y L 4 v
Fertilizacdo = | Incubados por 6a | _, Fixados para
20pm de sémen 8h analises

Fonte: préprio autor.
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Figura 2. Odcitos de Prochilodus lineatus apos exposicdo de duas horas as solu¢des salinas,
(A, B e C) Controle 2, (D, E e F) HBSS sem célcio e (G, H e I) HBSS. Legenda: (ch) cérion, (ca)
alvéolo cortical, (yg) globulos de vitelo, (estrela) area de retragdo do oolema. Barra de escala A,

B, D, E, GeH=200um, C, Fel=100um).

Fonte: proprio autor.
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Figura 3 - Odcitos de Prochilodus lineatus apds exposicao de duas horas as solucdes salinas,
(A, B e C) Ringer, (D, E e F) Ringer lactato e (G, H e I) Solugéo para odcitos. Legenda: (ch)

cérion, (ca) alvéolo cortical, (yg) glébulos de vitelo, (*) espaco perivitelino. Barra de escala A, B,

D, E, GeH=200um, C, F e | =100um).

b PR

Fonte: proprio autor.
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Figura 4. Taxa de fertilizagdo dos odcitos de Prochilodus lineatus, do grupo controle (C2), e
apos 2 horas de exposicdo a HBSS, e HBSS sem calcio. Letras iguais indicam que ndo houve

diferencgas estatisticas.
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Fonte: préprio autor.

Figura 5. Taxa de fertilizacdo dos oécitos de Prochilodus lineatus, do grupo controle, e apds a
exposicdo 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 padréo. *
Foram omitidos os dados do metanol devido & auséncia de fertiizacdo em todas as
molaridades testadas.
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Fonte: préprio autor.
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Figura 6. Fotomicrografias dos odcitos de Prochilodus lineatus 20 minutos de exposi¢do a SCP
contendo 4 M de ACP + 0,2 M de glicose e grupo controle. Coluna da esquerda em Vvisdo
macroscopica do odcito. Coluna central e direita cortes histolégicos indicando as injdrias.
Legenda: (MET) Metanol, (DMSO) Dimetilsulfoxido, (PG) Propilenoglicol, (ij) crioinjarias, (ch)
cérion, (ca) alvéolo cortical e (vg) glébulos de vitelo. Barra de escala 250um. Coloragéo:
hematoxilina de Haris — eosina.

Cont.

MET
4M

DMSO
a4M

PG
a4M

Fonte: proprio autor.
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Figura 7. Morfologia dos oécitos de Prochilodus lineatus submetidos ao propileglicol (PG) a 6
M, 8 M e 10 M, em trés tempos de exposi¢do 2.5, 5 e 7.5 minutos. Barra de escala 250um.
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PG-6
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PG-10

Fonte: proprio autor.
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Figura 8. Morfologia dos oécitos de Prochilodus lineatus submetidos ao dimetilsulfoxido

(DMSO) a6 M, 8 M e 10 M, em trés tempos de exposi¢do 2.5, 5 e 7.5 minutos. Barra de escala
250um.
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Fonte: proprio autor.
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Figura 9. Fotomicrografia dos o6citos de Prochilodus lineatus submetidos ao propileglicol (PG)
a6 M,8Me 10 M, em trés tempos de exposi¢do 2.5, 5 e 7.5 minutos. Barra de escala 250um.
Coloracao: hematoxilina de Haris — eosina.
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Fonte: préprio autor.
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Figura 10. Fotomicrografia dos o6citos de Prochilodus lineatus submetidos ao dimetilsulfoxido
(DMSO) a6 M, 8 M e 10 M, em trés tempos de exposi¢cdo 2.5, 5 e 7.5 minutos. Barra de escala
250um. Coloragéo: hematoxilina de Harris — eosina.
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Fonte: préprio autor.
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Figura 11. Taxa de fertilizacdo dos odcitos de Prochilodus lineatus, do grupo controle, e apds
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 diferencas estatisticas significantes. Resultados
expressos por média e desvio padrao.
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Fonte: proprio autor.
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Figura 12. Fotomicrografias dos odcitos de Prochilodus lineatus apds 20 minutos de exposicao
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) crioinjurias, (ch) cérion, (ca) alvéolo cortical e (vg) glébulos de vitelo. Barra de
escala 250um. Coloracao: hematoxilina de Harris - eosina.

Fonte: proprio autor.
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Figura 13. Hidratacdo dos odcitos de Prochilodus lineatus apés 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 250um.

15 min. 30 min.

MET
4M

DMSO
a4M

PG
aM

Fonte: préprio autor.
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7. DISCUSSAO

Os odcitos de P. lineatus seguem o padrdo da maioria dos peixes
reofilicos migradores neotropicais, com gametas adaptados ao ambiente no
qual a espécie esta inserida (GODINHO; LAMAS; GODINHO, 2010), como a
presenca de grande quantidade de vitelo, e o aparecimento do espaco
perivitelino ap6s a ativacdo cortical (NINHAUS-SILVEIRA et al.,, 2006;
GANECO et al.,, 2009). O aspecto geral dos odcitos pés ovulatorios de P.
lineatus foi similar ao descrito por Freire-Brasil, 2001; Rizzo; Godinho; Sato,
2003.

A disposicéo dos alvéolos corticais estava de acordo com a proposta de
Bazzoli e Godinho (1994) com diversas camadas descontinuas de pequenas
vesiculas no citoplasma cortical dispostos ao longo de toda a extensdo do
oolema.

Outra caracteristica dos oocitos dos teledsteos reofilicos, sdo o0s
processos que levam ao rapido fechamento da micropila, reduzindo a
capacidade de fertilizacdo dos odcitos de alguns segundos a poucos minutos
(R1ZZO et al.,, 2003). Esta caracteristica parece ser conservada em alguns
grupos (VARI; MALABARBA, 1998), tratando-se de complexos eventos que
envolvem varios mecanismos bioquimicos e biofisicos, como a despolarizagédo
de membranas, variagbes osmoticas com movimentacdo de ions especificos
como Ca?*, Mg e Na* (MCMILLAN, 2007).

Observou-se uma reducao significativa da viabilidade dos odcitos
armazenados durante duas horas sem a presencga da solugéo salina. Este fato
é corroborado pelo trabalho de Rizzo e colaboradores (2003), em que relatam
uma reducdo de mais de 50% na viabilidade dos odcitos de P. marggravii, um
congénere de P. lineatus ap6s duas horas de estocagem de seus 00citos,
evento similar também relatado por Mollah; Tan (1983), Linhart et al., (1995) e
Linhart (2001) para outras espécies.

Diferentemente dos peixes Neotropicais, o00citos de alguns
Cypriniformes possuem auto ativacdo cortical quando liberados (LINHART,
2001; RIZZO; GODINHO; SATO, 2003), neste contexto a utilizacdo de

solucdes artificiais é obrigatoriamente necesséria, na intencdo estender a
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viabilidade dos odcitos durante sua manipulacdo. Em espécies que nao existe
auto ativacdo do odcito, algumas solugdes salinas com diferentes formulacdes
sdo 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 € relatado para peixes
neotropicais.

Ao contrario do observado por Stoss e Donaldson (1983), a Solucédo
formulada para ovos de truta (Oncorhynchus kisutch) e salmdo (Salmo
gairdneri) ndo possibilitou a manutencdo necessaria as caracteristicas
fisiolégicas dos odcitos de P. lineatus. O mesmo foi observado com a Solucéo
de Ringer e Ringer com Lactato de sédio, em que ambas ativaram a reacao
cortical dos gametas. Apesar da Solucdo de Ringer com lactato de sédio néo
ser comumente utilizada, esta seria a solugdo salina com caracteristicas
osmaoticas mais proximas do fluido ovariano de P. linetaus, pH 7,0 e 288mM
(Fluido ovariano pH 7,5 e 289 mOsmol (n=5), avaliado em ensaios prévios).

A Solucéo de Ringer é utilizada com sucesso durante a manutencao das
caracteristicas oocitarias 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 Solucdo de Ringer nao foi capaz de fornecer condicbes adequadas
para a ndo ativacdo dos odcitos de P. lineatus. A utilizacdo da HBSS em sua
formula completa ou modificada é empregada com frequéncia em trabalhos
com od0citos, sémen, 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 utilizacado da
solucdo de HBSS com e sem a presenca de calcio como meio de manutencao
de odcitos em estado ndo ativado, porém diferentemente ao observado em
outros trabalhos (e.g. Sakai; Burgess; Hopkins, 1997) a HBSS com e sem
calcio ndo proporcionaram extensdo da viabilidade dos odcitos, sugerindo a

utilizacado destas solugcdes somente como meio artificial de manutencdo em
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curto prazo evitando, principalmente, a desidratacdo dos odcitos. Apesar de
nao haver diferenca significativa entre a taxa de fertilizacdo obtida entre as
formulas da solucdo de HBSS com e sem calcio, observa-se uma reducéo dos
valores na taxa de fertilidade dos odécitos expostos em solugcdo sem célcio.

O caélcio tem papel importante durante o processo de fertilizagcdo do
o0cito, 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
concentracfes de célcio alguns segundos apds a entrada do espermatozoide
no odcito. Ainda segundo os mesmos autores, 0 aumento dos niveis de calcio é
de origem endogena por meio de reservas intracelulares e coincidem com os
eventos bioquimicos e biofisicos da ativacdo cortical e elevacdo do coérion por
meio da exocitose do contetdo dos alvéolos corticais.

Os eventos de movimentacdo de ions, despolarizacdo das membranas,
e bloqueio da micrdpila durante a fertilizacdo sdo extremamente rapidos, todo
este processo parece ser bem conservado em teledsteos, realizando o papel
de evitar possiveis hibridacfes entre espécies (BABIN et al., 2007; KINSEY et
al., 2007). A movimentacdo de Ca?* por exemplo dura cerca de 17 segundos a
apos ativacao cortical durante a fertilizacdo, posteriormente a entrada do
espermatozoide no odcito em Danio rerio (LEE et al., 1999).

A despolarizagdo da membrana do oolema acontece com a mesma
rapidez, em cerca de 20+10 segundos em Oryzias latipes, a hipotese atribuida
a este evento parece estar relacionada com o influxo de ions de Ca?* e Na* e o
fluxo de K* (MCMILLAN, 2007). Durante o processo de despolariza¢do, novos
canais podem surgir na superficie do oolema alterando a movimentagédo de K*,
primeiro pelo aumento de Ca?* transitério, e posteriormente pela fusdo da
membrana do oolema durante a exocitose do conteudo alveolar (KINSEY et al.,
2007). Os reais efeitos do uso das diferentes solu¢gdes salinas empregadas
como meio de manuten¢do de odcitos ainda ndo estdo claros. Mais trabalhos
devem ser realizados para preencher algumas lacunas sobre o potencial de
acdo causada por essas solugbes durante a manutencdo de gametas de
peixes.

Existe um consenso geral sobre a necessidade da utilizacdo de ACPs

durante o processo de criopreservacao na tentativa de evitar ou ao menos
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reduzir as injurias resultantes do congelamento (MYCOCK et al., 1995; FAHY,
2010). Entretanto o mecanismo de atuacdo dos ACPs ainda ndo estd bem
elucidado, refletindo em uma inadequada utilizagcdo dos mesmos (FAHY, 2010).
O presente trabalho mostra uma alta sensibilidade dos odcitos de P. lineatus
aos ACPs, principalmente ao MET, ndo sendo registrada viabilidade dos
oocitos submetidos a este ACP. Em contraste a utilizacdo do MET por Guan;
Rawson; Zhang, (2008b) mostrou-se eficiente, evitando injurias geradas pelo
congelamento mantendo a integridade das membranas externas dos odécitos de
zebrafish (Danio rerio).

O DMSO devido a sua estrutura molecular (alcool bipolar) e o fato de ser
encontrado naturalmente no organismo de varias espécies animais e vegetais
possui grande aceitacdo como ACP na criobiologia (SOJKA et al., 1990; GUAN
et al.,, 2008a). Sua estrutura quimica permiteinteragir-se com diferentes tipos
moléculas (e.g. lipideos, proteinas e RNAS) sem que este gere danos
irreversiveis as mesmas, perfazendo a teoria de que o produto seja
praticamente atdxico (SOJKA et al., 1990). De forma antagdnica a atribuicdo de
auséncia de toxicidade do DMSO, Zampolla et al., (2009) avaliaram a
toxicidade do DMSO em oocitos de zebrafish, relatando o aumento da
replicacdo de DNA mitocondrial e a reducdo das taxas de ATP apds a
exposicdo a 2 M do crioprotetor. Os mesmos autores atribuem essas
alteracdes a tentativa de correcdo do odcito do DNA mitocondrial e relatam
também a auséncia de replicacbes de DNA em concentracdes acima de 3 M de
DMSO.

O PG é geralmente associado a outros ACPs nos protocolos de
congelamento de odcitos de mamiferos (TAN et al., 2009; COCCHIA et al.,
2010) e recentemente vem sendo incorporado aos ACPs mais tradicionais
empregados durante o congelamento de sémen (NAVARRO et al., 2004) e
embrides de peixes (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008). Os dados obtidos com
PG no presente trabalho mostraram baixas taxas de fertilizacdo em relagcéo ao
tratamento com DMSO, toda via o PG a 0,5 M mostrou-se mais consisténcia
nos dados com as menores variacbes, apesar da auséncia de analises
estatisticas. Uma hipétese levantada por Wusteman et al., (2008) propfe que a

toxicidade do PG é de forma segundaria, em que esta substancia altera a
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homeostase do célcio via bomba de Na*/Ca?* e também gera alteragdes na
permeabilidade das mitocondrias.

A vitrificacdo de odcitos e embrides de peixes teve seus principais
estudos publicados somente nas Ultimas décadas, porém ndo sédo focos de
trabalhos sistematicos (ISAYEVA et al.,, 2004). Na literatura somente foram
relatados sucesso no congelamento de embrides em algumas poucas espécies
de peixes como o Paralichthys olivaceus (CHEN; TIAN, 2005). As vantagens da
vitrificacdo em relagdo ao congelamento lento defendido por alguns autores
(e.g. (Guan; Rawson; Zhang, 2010; Isayeva; Zhang; Rawson, 2004) sao que
devido as altas taxas de resfriamento (~2.500°c/min.) a reducédo do tempo que
0 material seria exposto ao frio reduziria os problemas com a sensibilidade ao
frio, reportados em odcitos 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 obtencéo do estado vitrio
gerado pelas altas concentragdes das SCPs utilizadas, as chances de ocorrer a
nucleacdo de gelo internamente (geralmente entre temperaturas de 0 a -40°C)
seria minimizada. Observou-se no presente estudo uma alta sensibilidade
dos odcitos a baixa temperatura a partir de 30 min. de exposicao, problema que
teoricamente seria contornado de forma alternativa aplicando a técnica de
vitrificagdo. Entretanto ndo foi observada viabilidade nos odécitos expostos a
ambos os ACPs em 6 M, 8 M e 10 M, tornando a metodologia inviavel ao
esbarrar na toxicidade do ACPs. Apesar da alta toxicidade dos ACPs,
morfologicamente os gametas de ambos os tratamentos estavam normais,
levantando a hipétese de que os crioprotetores utilizados podem inviabilizar o
material em nivel molecular assim como levantado por Isayeva; Zhang;
Rawson (2004) e Castro et al., (2011).

Dificuldades em obter um protocolo efetivo para o congelamento de
o0citos em peixes sdo0 em sua maioria atribuidos a baixa permeabilidade das
membranas (ISAYEVA et al, 2004, GUAN et al, 2008a, 2010),
consequentemente podendo ocorrer a formacao de cristais de gelo intracelular

e causar graves danos ao material. CriolesGes similares as encontradas nos
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odcitos de P. linaetus no presente estudo, foram reportadas em embrides da
mesma espécie por Ninhaus-Silveira et al., (2008).

A penetracdo de ACPs e a permeabilidade das membranas em peixes
foi estudada por Valdez-JR. et al., (2005) e Zhang et al., (2005b) em diferentes
estagios de desenvolvimento de oo6citos de medaka (Oryzas latipes) e zebrafish
(Danio rerio) respectivamente. Os autores relatam uma reducéo significante da
permeabilidade das membranas em funcdo da reducdo temperatura. Eventos
similares foram relatados em odcitos de mamiferos (AGCA et al., 1998) e
ouricos (ADAMS et al., 2003). A hipGtese por traz deste evento foi levantada
por Farkas et al., (2001) e implica na alteracdo da fluidez apds a modificacao
das cadeias de fosfolipideos presentes nas membranas devido a reducédo da
temperatura.

ApOs a exposicdo aos ACPs as andlises morfologicas dos odcitos
mostraram que o oolema desconectou-se do corion. O mesmo fato foi relatado
por Zhang, et al., (2005b) em odcitos de zebrafish. A possivel resposta
apresentada para esse fato seria as diferentes taxas de permeabilidade entre o
corion e a membrana do oolema, considerando que o corion possui uma maior
permeabilidade que outras membranas, acumulando o crioprotetor onde seria o
espaco preivitelino.

Devido aos diferentes graus de toxicidade apresentados pelos ACPs, a
utiizacdo de diferentes crioprotetores em conjunto vem sendo utilizado
frequentemente com bons resultados (GODOY et al., 2013). Os dados desse
estudo sugerem que a utilizacdo 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. CONSIDERACOES FINAIS

Por fim, podemos concluir que somente as solu¢cdes de HBSS com e
sem célcio foram efetivas na manutencgéo do estado ndo ativado nos odcitos de
P. lineatus, impedindo a hidratacdo oocitaria e a reacdo cortical. As solucdes
salinas néo proporcionaram a extensao da viabilidade dos odcitos, permitindo a
que estes continuassem a sofrer a degradacdo pelo tempo, somente
proporcionam um meio artificial para manutencdo temporéria de curto prazo
das caracteristicas morfofisiolégicas dos odécitos, podendo ser utilizada durante
a manipulacdo dos gametas sem que estes sofram desidratacdo. Apesar de
ambas as solucdes salinas (HBSS com e sem calcio) se mostrarem viaveis
para uso, levando em conta as taxas de fertilizagcdo observadas juntamente
com a importancia do calcio durante o processo de fertilizacdo e
desenvolvimento posterior do embrido, sugerimos que a utilizacdo da solucéo
de HBSS com calcio possa ser mais interessante.

Podemos concluir com base nos dados obtidos que a vitrificacdo de
odcitos de P. lineatus se torna inviadvel devido a alta sensibilidade dos gametas
as molaridades mais altas dos ACPs. Apesar dos o0citos apresentarem
hidratacdo pos descongelamento, o protocolo de congelamento lento adotado
néo foi capaz de manter a viabilidade morfolégica dos odcitos de P. lineatus, e
injurias foram observadas. Lesdes similares as encontradas apos ao
congelamento foram observadas também anteriormente a este, durante a
etapa de exposicdo aos ACPs, levantando a hip6tese que tais injurias podem
ser as mesmas, sendo geradas pelos ACPs e néo pelo congelamento.
Entretanto avaliagdes mais refinadas devem ser realizadas para elucidar se as
lesbes observadas no cérion inviabilizam a fertilizacdo ou como foi levantado
ao longo da discusséo, se a reducédo das taxas de fertilizacdo dos odcitos seria

a nivel genémico.
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