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RESUMO 

 

Na presente Tese, estudou-se novos protocolos de vitrificação para embriões de Prochilodus 

lineatus, empregando a sonoforese (ultrassom), o campo elétrico polarizado e a incorporação 

ácidos graxos essenciais as membranas embrionárias, buscando aumentar a permeabilidade 

embrionária e sua resistência mecânica. Assim, os resultados deste estudo estão aqui 

apresentados e organizados em oito capítulos: Capítulo 1, avaliou-se a sensibilidade 

embrionária a seis crioprotetores permeáveis (dimetilsulfóxido-Me2SO4, dimetilacetamida-

DMA, dimetilformamida-DMF, metanol-MET, glicerol-GLY e 1,2-Propanediol-PROP) nas 

concentrações de 1 a 6M; e a dois crioprotetores não permeáveis (sacarose-SUC e a glicose-

GLU), nas concentrações de 0,1 a 1M; definindo o uso isolado do Prop 6M como melhor opção, 

por permitir a formação de um sólido vítreo e baixa toxidez. No Capítulo 2, avaliou-se o efeito 

dos crioprotetores sobre o desenvolvimento embrionário de P. lineatus, padronizando cinco 

classes de anomalias morfológicas, baseando-se na distribuição gaussiana da morfometria de 

vinte embriões normais. Não foi possível encontrar especificidade entre as classes de anomalias 

e os crioprotetores. Esse ciclo de trabalho foi encerrado com Capítulo 3, que objetivou 

promover a vitrificação embrionária utilizando a solução de Prop-6M.  Os embriões foram 

vitrificados de forma efetiva, contudo não houve sobrevivência embrionária. Assim, um novo 

ciclo na busca para o aumento da permeabilidade embrionária se iniciou com o Capítulo 4, que 

avaliou os efeitos do campo pulsado de ultrassom (1Mhz), sobre desenvolvimento embrionário 

de P. lineatus, identificando uma densidade energética máxima suportada.  Definindo que a 

utilização dos campos ultrassônicos (1Mhz) é viável utilizando pulsos de 16Hz com uma 

densidade energética total até 1,12W/cm2. No Capítulo 5, avaliou-se os efeitos do campo 

elétrico polarizado, sobre desenvolvimento embrionário, identificando uma densidade 

energética máxima suportada. Os embriões se mostraram sensíveis apresentando baixa 

sobrevivência. Como forma de avaliar os resultados obtidos nos capítulos anteriores, o 

Capítulo 6 promoveu-se a vitrificação utilizando a solução de Prop 6M (Prop) associado ao 

ultrassom (1,2 Joule) e campo elétrico polarizado (0,4 e 1,7 Joule). Concluindo novamente que 

o processo de vitrificação ocorre de forma eficaz, contudo os embriões não resistem ao estresse 

das metodologias de vitrificação e aquecimento. Desta forma, o Capítulo 7 nos ofereceu uma 

nova diretriz, incorporando ácidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (LC-PUFA) nas 

membranas embrionárias, com o objetivo de aumentar a permeabilidade e a resistência aos 

campos elétricos. Comprovando ser possível alterar o perfil lipídico embrionário e sua 



 

 

consequente plasticidade, tomando-o mais sensíveis aos crioprotetores e mais resistentes ao 

campo elétrico polarizado. Características colocadas em teste no Capítulo 8, que buscou 

vitrificar e aquecer embriões, com perfil lipídico manipulado e expostos ao campo elétrico 

polarizado. Não houve sobrevivência embrionária, contudo os danos promovidos pelo processo 

criogênico foi reduzido consideravelmente, permitindo após o aquecimento, obter embriões 

estruturados morfologicamente, semelhantes ao controle. Por fim, a recristalização tornou-se 

um dos principais obstáculos criogênicos; e também, esses resultados auxiliam a 

criopreservação embrionária, descrevendo uma solução crioprotetora de baixa toxidez e 

capacidade vítrea, novas abordagens para o aumento de sua permeabilidade e uma metodologia 

para aumentar a resistência mecânica dos embriões. 

 

Palavras-chave: Biotecnologia, Criopreservação, Injúria, Morfologia, Toxicidade. 

  



 

ABSTRACT 

 

In the present thesis, new protocols of vitrification for embryos of Prochilodus lineatus were 

studied, using sonophoresis (ultrasound), polarized electric field and the incorporation of 

polyunsaturated fatty acids into the embryonic membranes, aiming to increase the embryonic 

permeability and its mechanical resistance. Thus, the results of this study are presented and 

organized in eight chapters: Chapter 1, the embryonic sensitivity to six internal cryoprotectants 

was evaluated (dimethylsulfoxide-Me2SO4, dimethylacetamide-DMA, dimethylformamide-

DMF, methanol-MET, glycerol-GLY and 1,2-Propanediol-PROP) at concentrations of 1 to 6M; 

and to two external cryoprotectants (sucrose-SUC and glucose-GLU) at concentrations of 0.1 

to 1M; It was defined that the isolated use of Prop 6M as the best option, since it allows the 

formation of a vitreous solid with low toxicity. In Chapter 2, the effect of the cryoprotectants on 

the embryonic development of P. lineatus was evaluated, standardizing five classes of 

morphological anomalies, based on the Gaussian distribution of the morphometry of twenty 

normal larvae. It was not possible to find specificity between the classes of anomalies and the 

cryoprotectants. This work cycle was concluded with Chapter 3, which aimed to promote 

embryonic vitrification using the Prop-6M solution. The embryos were vitrified effectively, 

however there was no embryonic survival. Thus, a new cycle in search for increased embryo 

permeability started with Chapter 4, which evaluated the effects of pulsed ultrasound field 

(1MHz) on embryonic development of P. lineatus, supported by identifying a maximum energy 

density. Defining that the use of the ultrasonic fields (1Mhz) is feasible using pulses of 16Hz 

with a total energy density up to 1.12W/cm2. In Chapter 5, were evaluated the effects of the 

polarized electric field on embryonic development, identifying a maximum energy density 

supported. The embryos showed low survival, as a result of high sensitivity. As a way of 

evaluating the results obtained in the previous chapters, Chapter 6 promoted vitrification using 

the Prop 6M (Prop) solution associated with ultrasound (1.2 Joule) and polarized electric field 

(0.4 and 1.7 Joule). Concluding, again the results showed that the vitrification process occurs 

effectively, however, the embryos do not resist to the stress of the vitrification and heating 

methodologies. In this way, Chapter 7 offered us a new guideline, incorporating long-chain 

polyunsaturated fatty acids (LC-PUFA) in the embryonic membranes, with the objective of 

increasing permeability and resistance to electric fields. It was verified that it is possible to 

alter the phospholipid profile of the embryonic membranes and their plasticity, making the 

embryo more sensitive to cryoprotectants and more resistant to the polarized electric field. 



 

 

Characteristics tested in Chapter 8, which sought to vitrify and heat embryos, with lipid profile 

manipulated and exposed to polarized electric field. There was no embryonic survival, however, 

the damage promoted by the cryogenic process was reduced considerably, allowing after 

heating, to obtain morphologically structured embryos, similar to the control. Finally, 

recrystallization has become one of the main cryogenic obstacles; and also, these results 

support embryonic cryopreservation, describing a cryoprotectant solution with low toxicity and 

vitreous capacity, new approaches to increase its permeability and a methodology to increase 

the mechanical resistance of the embryos. 

 

Keywords: Biotechnology, Cryopreservation, Injury, Morphology, Toxicity. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

O Prochilodus lineatus, popularmente conhecido como “Curimba” ou “Curimbatá”, é 

uma espécie que pertence à família Prochilodontidae, e apresenta ampla distribuição nas bacias 

do rio Paraná, Paraguai e Paraíba do Sul (América do Sul - Brasil) (REIS et al., 2003), possuindo 

grande importância ecológica e comercial. Devido sua reprodução exigir longos movimentos 

migratórios, em cativeiro só ocorre por meio de indução hormonal (GODINHO et al., 1984; 

TALMELLI et al., 1994), entre os meses de novembro e fevereiro (KUNKEL; FLORES, 1994). 

Possui rápido desenvolvimento embrionário (13 – 21 horas), ovos pelágicos não adesivos, 

grande espaço perivitelino e grande vitelo (NINHAUS-SILVEIRA, 2007; RIZZO et al., 2003), 

representando um ótimo modelo biológico para os estudos de criopreservação. 

Há mais de seis décadas pesquisadores buscam uma metodologia eficaz para manter a 

viabilidade dos embriões de peixes e preservar “indefinidamente” a bagagem genética das 

espécies (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2007; ZHANG; RAWSON, 1995). Assim, essa 

ferramenta tornar-se-ia de grande valia tanto na formação de bancos genéticos, quanto na 

produção intensiva de organismos, em programas de seleção genética e no auxílio a preservação 

de espécies em risco de extinção (PULLIN, 1993; ROBLES et al., 2009). Contudo, as 

metodologias de criopreservação ainda esbarram em problemas fisiológicos ligados à perda da 

integridade funcional e estrutural das membranas, resultantes dos processos de exposição 

química, resfriamento, congelamento e descongelamento dos tecidos (BARTHELEMY et al., 

1990; DE LEEUW et al., 1990; HOLT; HEAD; NORTH, 1992).  

Giraud et al., (2000) demostraram que a adaptabilidade das membranas às injúrias do 

processo de criopreservação em sêmen de humanos está diretamente relacionada à maior 

quantidade de ácidos graxos poliinsaturados nos espermatozoides. Desta forma, variações na 

temperatura alteram a estrutura das membranas celulares, podendo comprometer tanto as 

atividades enzimáticas associadas às membranas, quanto os processos de transporte. Esse 

conjunto de alterações nas propriedades químicas e físicas das membranas, resultam em 

mudanças na fluidez das mesmas (HAZEL, 1984), que em última instância, é o reflexo da 

natureza dinâmica das interações moleculares dentro da bicamada (SINGER; NICOLSON, 

1972). 

O grau de fluidez das membranas biológicas pode ser estimado por muitos métodos 

físicos, tais como: fluorescência, ressonância, espectroscopia e a quantificação dos 

componentes químicos, que compõe esta estrutura, tais como ácidos graxos dos fosfolipídios, 
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colesterol e proteínas. Ressaltando especificamente os ácidos graxos, sabe-se que, a extensão 

das insaturações destes componentes, contidos na estrutura da membrana, é o fator majoritário 

na manutenção do grau de fluidez (KATES et al., 1993). Segundo Torrengo e Brenner, (1976), 

a temperatura tem efeito comprovado no padrão de distribuição dos ácidos graxos e ação de 

enzimas que participam da manutenção da fluidez da membrana plasmática das células dos 

organismos. 

 Assim, o perfil dos ácidos graxos nos embriões pode influenciar os resultados da 

criopreservação. A composição dos ácidos graxos, presentes nos fosfolipídios, apresenta um 

papel fundamental na vitelogênese, servindo como substrato na síntese de vitelogenina, uma 

fosfoglicerolipoproteína que é formada no fígado em resposta à produção de estradiol 

(ROCHA; ROCHA, 2006).  Neste contexto, observando-se que a vitelogênese é o processo 

pelo qual o citoplasma do oócito acumula substâncias de reservas para posterior utilização pelo 

embrião e a larva, quando as dietas maternas são deficientes, o desenvolvimento oocitário e o 

sucesso da progênie são prejudicados (IZQUIERDO et al., 2001). Na formação dos gametas 

masculinos das espécies de peixes, os ácidos graxos estão totalmente ligados à capacidade 

osmorregulatória dos espermatozoides, que podem ser hipo ou hipertônicos em relação a este 

meio, sendo estas características determinadas por um processo de desenvolvimento que ilustra 

a habilidade adaptativa de suas membranas e sua composição de fosfolipídios, que tem se 

desenvolvido no curso da evolução (DROKIN, 1993). A criopreservação de sêmen altera a 

dinâmica de interação de lipídeos e proteínas das membranas, e estas mudanças podem direta 

ou indiretamente alterar os eventos de fertilização, e ser parcialmente responsáveis pela 

diminuição da taxa reprodutiva (BUHR et al., 1994). 

Os ácidos graxos estão presentes na composição vitelo, nas membranas dos 

espermatozoides e participam da formação estrutural das larvas (WILSON, 1995). Ácidos 

graxos altamente insaturados (HUFA) como o ácido docosahexaenóico (DHA), ácido 

eicosapentaenoico (EPA) e ácido araquidônico (AA) são estudados como imprescindíveis na 

formação de oócitos viáveis e simétricos (IZQUIERDO et al., 2001), e em altas quantidades, 

também são importantes no desenvolvimento embrionário e larval, no que diz respeito à 

proliferação celular e principalmente na formação dos tecidos nervosos (TOCHER et al., 1989). 

Bell e Tocher, (1995) demonstraram o papel essencial do DHA para a formação o cérebro, 

retina e outras partes do tecido neural em larvas. O estudo de criopreservação de embriões de 

teleósteos ainda é bastante elusivo, porém a importância do refinamento destas técnicas pode 
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ter uma profunda influência na aquicultura e conservação de espécies raras e ameaçadas de 

extinção.  

As metodologias de crioconservação diferem basicamente por sua curva de 

resfriamento, pela reduzida temperatura de estoque e pela concentração da solução 

crioprotetora, tendo como objetivo comum, encontrar um equilíbrio entre as três variáveis 

citadas (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2002 e 2006). Por essa técnica, busca-se o congelamento 

profundo (à -196ºC) e o estoque, por longos períodos, de células, tecidos, órgãos e embriões 

(SHAW et al., 2000); atualmente, baseado em diferentes curvas de resfriamento, descreve-se 

três possíveis modelos de protocolos; sendo: 1- Congelamento: a temperatura é lentamente 

reduzida a uma taxa de resfriamento variando entre 0,5 e 1,2ºC/minuto (POLGE; 

WILLADSEN, 1978; ROBLES et al., 2003). 2 - Congelamento Ultrarrápido: dos gametas e 

embriões são resfriados por um acelerado procedimento de resfriamento (-170ºC/min) até 

atingir uma temperatura de -30ºC sendo, posteriormente, mergulhados em nitrogênio líquido 

(NIEMANN, 1991). 3 -Vitrificação: a redução da temperatura ocorre bruscamente, sendo o 

material mergulhado diretamente no nitrogênio líquido, fazendo com que a parte sólida 

mantenha a estrutura molecular e a concentração iônica da parte líquida uma estrutura vítrea 

(HORTON; OTT, 1976; SHAW et al., 2000). Contudo, não só a etapa de congelamento é 

importante para preservar as características do material biológico, pois mesmo que o material 

seja devidamente preservado, ainda existe risco de sofrer danos ao longo do descongelamento 

pelo crescimento dos cristais de gelo, através de um processo denominado de recristalização 

(CAROLSFELD et al., 2003; ROBLES et al., 2003). 

A nucleação e o crescimento dos cristais de gelo são umas das maiores dificuldades dos 

criobiologistas (GUAN et al., 2008; NINHAUS-SILVEIRA, 2007; ROBLES et al., 2009). 

Esses cristais se formam primeiramente no entorno da célula, em uma faixa de temperatura que 

varia de 0ºC à -40ºC, e quando tocam a membrana celular promove a formação intracelular, 

ocasionando a ruptura da tensão tecidual danificando o material congelado (HAGEDORN et 

al., 2004; RUBINSKY; PEGG, 1988). Além da nucleação dos cristais de gelo, as baixas 

temperaturas geram alterações no metabolismo celular devido à alta sensibilidade dos gametas 

e embriões ao frio (ESPINOZA et al., 2010; NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006; ZHANG; 

RAWSON, 1995), exercendo grande influência no desenvolvimento ontogenético por degradar 

seu material genético e desnaturar importantes proteínas ao desenvolvimento embrionário, 

como a SBK1, gerando anormalidades nos estágios iniciais do desenvolvimento embrionário 

(GWO et al., 1995; ZILLI; VILELLA, 2012). 
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Assim, os tratamentos sob baixas temperaturas requerem o uso de soluções 

crioprotetoras específicas, que devem penetrar na célula, inibir o desenvolvimento de cristais 

de gelo e proteger os componentes celulares dos danos gerados pelas baixas temperaturas 

(NEVES et al., 2014; ROBLES et al., 2003; ZILLI; VILELLA, 2012). Sendo necessário 

encontrar um adequado equilíbrio entre a água e os crioprotetores, o que é considerado uma das 

chaves para o processo de criopreservação. Essas substâncias permitem a redução ponto 

crioscópico da solução, que entram em um estado denominado de “supercooling”, ou seja, 

detentoras de temperaturas inferiores a faixa de nucleação do gelo, porem mantendo ainda seu 

estado líquido. Estes compostos são divididos em dois grupos: os que se difundem através das 

membranas celulares (dimetilsulfóxido, metanol, propileno glicol, glicerol, etc.), conhecidos 

como crioprotetores permeáveis, e os que não penetram na célula (sacarose, gema de ovo, etc.), 

chamados de crioprotetores não permeáveis, realizando a manutenção da pressão osmótica e 

estabilizando as membranas externas (STREIT-JR et al., 2007; ZHANG; RAWSON, 1995).  

Contudo, os gametas e embriões de peixes são sensíveis a muitos dos agentes 

crioprotetores tradicionalmente utilizados, sendo esta toxicidade aumentada junto ao tempo de 

exposição, temperatura, concentração e o estágio de embrionário (SUZUKI et al., 1995; 

ZHANG; RAWSON, 1995). Podendo assim, sofrer danos graves como ativação genica, morte 

embrionária, problemas na formação do sistema nervoso, miogênese incompleta, etc. Desta 

forma, busca-se a redução da concentração dos crioprotetores e do tempo de exposição às 

soluções como forma de reduzir as injúrias oriundas dos protocolos de criopreservação. 

A semipermeabilidade das membranas embrionárias em peixes, podem inibir a difusão 

das substâncias crioprotetoras, reduzindo a capacidade de desidratação celular, característica 

que facilitaria a nucleação de grandes cristais de gelo inviabilizando todos os protocolos até o 

momento descritos na literatura (HAGEDORN et al., 1997, 1998). Dados semelhantes em 

relação a permeabilidade das membranas são relatadas e publicações das áreas fisioterápica, 

médica (DENET et al., 2004) e engenharia genética (NIU; LIANG, 2008; TATSUKA et al., 

1988), que também enfrentam a membrana plasmática como uma grande barreira à difusão de 

fármacos e fragmentos de DNA. Desta forma, a criopreservação exige novas abordagens que 

resultem em novas possibilidades para área, como o ultrassom, técnica que permite o aumento 

da permeabilidade dos tecidos biológicos por meio de ondas acústicas (BOUCAUD et al., 2002; 

JOHNS, 2002; WANG et al., 2008a) ou o uso do campo elétrico polarizado, que aumenta a 

permeabilidade das membranas biológicas devido sua interação com  os lipídeos das 

membranas e com as cargas livres no interior das células e embriões (BENZ; BECKERS; 
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ZIMMERMANN, 1979; RAHMAN et al., 2013). Assim, objetivou-se avaliar e estabelecer 

novos protocolos de vitrificação para embriões de Prochilodus lineatus, utilizando as 

metodologias de sonoforese (ultrassom) e campo elétrico polarizado, além da incorporação de 

ácidos graxos essenciais as membranas embrionárias, que influenciam na permeabilidade e sua 

resistência mecânica.  
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CONCLUSÕES GERAIS. 

 

Conclui-se que: 

•  O crioprotetor 1,2-Propanediol a 5 ou 6M, possui baixa toxidez aos embriões de 

Prochilodus lineatus e permite a formação de um sólido vítreo. 

•  As anomalias relacionadas neste trabalho, possivelmente são frutos da alta 

osmolaridade das soluções e não apenas pela natureza do químico utilizado. 

•  Os testes de vitrificação aqui realizados esbarraram na recristalização durante o 

aquecimento, gerando laceração teciduais e rompimento da vesícula vitelina. 

•  Os tratamentos de ultrassom não alteram a sobrevivência embrionária quando se 

utiliza pulsos de 16Hz com uma densidade energética total até1.12W/cm2, mantendo a 

energia transmitida por pulso inferior a 3.9 10-4 W/cm2.  

• Os embriões de Prochilodus lineatus são altamente sensíveis aos campos elétricos 

polarizados aqui avaliados. 

• É possível modificar a composição lipídica embrionária, gerando embriões mais 

plásticos, tornando-se mais sensíveis aos crioprotetores e mais resistentes a campos 

elétricos. 

• A vitrificação de embriões ricos em PUFA n-3 e n-6, aumentam a resistência 

embrionária ao processo, descongelando embriões com menos anormalidades. 

• Necessita-se de mais estudos em todos os tópicos abordados neste trabalho; 

contudo, com uma ênfase maior ao processo de aquecimento das amostras vitrificadas, 

buscando controlar o fenômeno da recristalização. 




