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RESUMO

O resfriamento/congelamento de embribes de peigesife diversas
aplicacdes praticas e de conservacdo da biodiggisidentretanto, novas
substancias devem ser testadas a fim de melhorasuoltados desse processo e
obter o sucesso na criopreservacdo. Diante dissamfdesenvolvidos estudos
com diferentes substancias e os resultados diwd&ta artigos cientificos.
Objetivou-se, no primeiro artigo submeter embriée®rochilodus lineatuss
incubadoras  experimentais com solu¢cdes de alcoolliviggbco,
hidroxietilcelulose (HEC), gelatina e soro fetal vibm combinadas ao
dimetilsulfoxido (DMSO) ou etilenoglicol e determain a combinacdo de
crioprotetores menos téxica e sua influéncia naenwetria dos embrides, além
de comparar a eficiéncia de incubadoras experingseotan as incubadoras tipo
funil, pela temperatura, oxigénio e taxa de fedifido das mesmas. A maior
porcentagem de embrifes viaveis observada foi erdeSEIMSO e 1% de HEC,
e os embrides foram influenciados quanto a sua amatria pelos
crioprotetores. Observou-se que as incubadorasrimqrgais podem ser
utilizadas como modelos experimentais pois, a w@eafertilizacdo nao foi
influenciada. Objetivou-se, no segundo artigo, sfiemembrides d®anio
rerio as solucdes contendo HEC ou sacarose (SAC) coddsnao DMSO e
determinar a combinacdo de crioprotetores mendsat@ sua influéncia no
resfriamento (0°C) e na morfometria dos embridepofcentagem média de
eclosdo, de larvas anormais e as analises moriocagtforam influenciadas
pelos tempos de exposicdo no resfriamento e ne tsttoxicidade. Foram
observados edema do pericardio e do saco vitelmiota formacéo axial em
todos os tratamentos. A HEC e a SAC combinadas Ei&@ podem ser
utilizadas durante 2h de resfriamento a 0°C, maatenporcentagem de eclosao
média de 60%. Objetivou-se, no terceiro artigo,nsetier embribes dé.
lineatusa solugdes com DMSO, SAC e nanotubos de carbom@¢Ne avaliar
sua influéncia na viabilidade das larvas, na moefoim dos embribes e na
criopreservacdo dos mesmos. NTCs associados ao DM&SAC néo foram
toxicos aos embrides de curimba, porém influenoiaras analises
morfométricas e ndo foram suficientes em protegé@loante o congelamento e
descongelamento, pois, as 3h pds-descongelamentthume embrido
sobreviveu. NTCs adentraram os embrides e mantivedéa porcentagem de
embrides integros.

Palavras-chave: Conservacdo. Crioprotetores. Nbhostale carbono. Peixes.
Reproducéao.



ABSTRACT

The cooling/freezing of fish embryos allows manyagiical and
biodiversity conservation applications, howevenyvreibstances must be tested
in order to improve the results of this process aimtain success in
cryopreservation. Therefore, we developed studids different substances, and
the results were divided into three scientific de. The objectives of the first
article were to submiProchilodus lineatugmbryos to experimental incubators
with polyvinyl alcohol, hydroxyethyl cellulose (HECbovine fetal serum and
gelatin solutions combined with dimethyl sulfoxi@MSO) or ethylene glycol
and determine the least toxic combination of crgtgrtants and its influence on
embryo morphometry, as well as compare the effayienf experimental
incubators with funnel type incubators by tempegtoxygen and fertilization
rate of the same. The highest percentage of vielnleryos observed was 3%
DMSO and 1% HEC, and the embryos were influenceteir morphometry by
the cryoprotectants. We verified that the experitaleincubators may be used as
experimental models because the fertilization rates not affected. The
objectives of the second article were to sulibaihio rerio embryos to solutions
containing HEC and sucrose (SUC) combined with DM&@d determine the
least toxic combination of cryoprotectants andnfkience on cooling (0°C) and
embryo morphometry. The average hatching rate ababal larvae and the
morphometric analysis are influenced by the exposimes in cooling and in
the toxicity test. We observed pericardial edendaja of the yolk sac and axial
malformation in all treatments. The HEC and SUC bimrad with the DMSO
may be utilized for 2h of cooling at 0°C, maintaigithe average hatching
percentage of 60%. The objectives of the third clrtiwere to submit
Prochilodus lineatugmbryos to solutions containing DMSO, SUC and aarb
nanotubes (CNTs), and evaluated its influence awmada viability, embryo
morphometry and cryopreservation. CNTs associatdéd @MSO and SUC
were not toxic to curimba embryos, however, thdénced the morphometric
analyses and were not sufficient to protect the rgasbduring freezing and
thawing because, 3h after thawing, none of the gosbsurvived. The CNTs
penetrated the embryos and maintained a high pageif intact embryos.

Keywords: Conservation. Cryoprotectants. Carbon otdres. Fish.
Reproduction.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Estima-se que no Brasil existam 2.835 espéciegitegpde agua doce e
1.201 espécies marinhas (FROESE; PAULY, 2013), slaexpressivos e
relacionados diretamente com a localizagdo geagrdfa regido tropical, com
as dimensdes territoriais e com a quantidade enfaonde bacias hidrograficas.
Segundo a Food and Agriculture Organization of thated Nations - FAO
(2010), a aquicultura tem avancado bastante enrsdisepaises da América
Latina, e o Brasil encontra-se nesse ranking comalos produtores lideres no
desenvolvimento, produzindo quantidades cresceafigesiversas espécies de
peixes.

A curimba Prochilodus lineatus espécie nativa da América do Sul
(VIVEIROS; GODINHO, 2009), representa um papel imgote no seu
ecossistema, bem como na subsisténcia e na pesescial no Sul do Brasil.
Por ser uma espécie de piracema, tem seu ciclodefwo afetado pela
poluicdo, pesca predatoria, construcdo de barraganedificacdes nos cursos
dos rios (VIVEIROS, 2009). Estudos com a reprodudéssa espécie sdo
sugeridos para prevenir a diminuicdo dos estoguesssegurar a sua
permanéncia (CUADRADO et al., 2013).

As grandes barragens constituem obsticulo a r@eataiia dos peixes
de piracema, reduzindo a eficiéncia reprodutivasalesespécies (BEDORE,
1999). Além disso, a sobrepesca, a captura em doeriale desova e a
diminuicdo da qualidade da agua, devido a eleveal@ms de biocidas e esgotos
domésticos, contribuem para o declinio dos estoquadgrais de peixes. A
preservacao de embrides de peixes apresenta-se womalternativa viavel

tanto para a conservacdo de espécies ameacadapam®industria piscicola.
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O zebrafish Danio rerio) é considerado um modelo para
experimentacdo com peixes e utilizado pelos peadoiss devido as suas
inlmeras vantagens que incluem a alta fecundidapgegueno tamanho, o curto
intervalo de geracdo e a transparéncia durante baicgénese, influenciando
diretamente na escolha desse animal (LAWRENCE, 208%¥m disso,
experimentos utilizando essa espécie podem ajualatea respostas no processo
de congelamento devido a disponibilidade de emsridigrante todo o ano,
guando mantidos em laboratério sob condi¢bes anaisercontroladas e
alimentacao adequada.

A criopreservacado permite a obtencdo de bancosdeoplasma, que
levam a reducdo da endogamia, a diminuicdo dawessbre as populacdes
selvagens, e poderia também sustentar o fornedmemistante de animais
obtidos somente em determinadas épocas do anoe aiquinuiria custos e
reduziria o impacto da aquicultura, conservandeoodugividade (HAGEDORN;
KLEINHANS, 2011). Essa é uma técnica na qual aslaglou tecidos sédo
submetidas a periodos longos de manutencdo engétiimliquido, permitindo
a conservacao do material genético completo.

Caracteristicas como o grande tamanho do embri@nsequentemente
células grandes, diferente permeabilidade nos cdimgetos embrionarios e a
semipermeabilidade de membranas que circundam gidambao apontadas
como as dificuldades no processo de criopresenade@&@mbrides de peixes, que
poderiam influenciar o influxo e efluxo de aguarmpmrotetores (NINHAUS-
SILVEIRA et al., 2008; RALL, 1993). Sendo assimjstéem poucos trabalhos
relatando resultados positivos dessa biotecnofmayia embrides de peixes.

A producéo de peixes em grande escala pode determidiminui¢cdo
da variabilidade genética nos estoques das pitias| principalmente devido
ao manejo reprodutivo inadequado, deficiéncia nmerd de reprodutores e

selecdo ndo intencional. Assim, sdo necessérioda@stjue viabilizem a técnica
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de criopreservacao/congelamento de embrides deegpesendo essa uma
biotecnologia aplicada tanto em programas de ceas&o ecoldégico como em
programas de producao zootécnica.

Os crioprotetores sdo substancias quimicas quegmot as células,
durante o congelamento e descongelamento, sendesd&ios a estes processos.
Entretanto, os protocolos de congelamento de eewribaseiam-se em
crioprotetores comumente utilizados para o congefaon de sémen e a
utilizacdo de novas solugbes, como 0s polimeros @amotubos, poderiam

auxiliar nesse processo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Espécies em estudo

As espécies utilizadas nesse estudo sdo de grammwtéincia, tanto
economicamente, como no casdRitechilodus linetausquanto cientificamente,
paraP. linetus e Danio rerioA seguir sdo descritos detalhes sobre cada uma

delas.

2.1.1 Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1837)

O génerdProchiloduspossui ampla distribuicdo na regido Neotropical e
13 espécies descritas (REIS; KULLANDERS; FERRARUNIOR, 2003). A
espécielrochilodus lineatu® conhecida em todo o Brasil por diversos nomes:
corimba, corimbata, corimbatd, corumbatd, curimat&jmbata, curumbata,
grumata, grumata e grumatdo. Entre as diversaciespéativas cultivadas, a
curimba tem-se destacado por seu potencial parsceytura em policultivos
(GALDIOLI et al., 2000).

A curimba é encontrada no leito dos rios durant&paca seca, nos
trechos de 4guas mais calmas e seu habito alimeiltdfago nas fases jovem e
adulta, alimentando-se de organismos bentbnicos i@onmganismos em
decomposicdo (LOGATO, 2000). Como é um animal ndigrando se reproduz
em ambientes l|énticos, a menos que induzido horimeme. O periodo
reprodutivo dessa espécie inicia-se na primavesane pico no verdo. E uma
espécie que responde sem dificuldades a inducauonat (FREITAS et al.,

2002), com uma fantastica prolificidade.
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A curimba é muito utilizada em sistemas de polico$t no sul do Pais
(EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA - EMBYPA,
2002; FREITAS et al.,, 2002). As larvas dessa espé&éio utilizadas para
alimentacao de espécies carnivoras durante adiase & é considerada espécie
modelo para as demais espécies nativas devido usticidade e prolificidade.
Além disso, os pesquisadores vém se interessatalafgzacio da curimba em
diversas areas (LIEBEL et al., 2011; PAULINO; SOYZ&RNANDES, 2012;
PEREIRA et al., 2013), incluindo alguns experimentle criopreservacao de
sémen e embribes (CUADRADO et al.,, 2013; FELIZARRO al., 2010;
NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008).

2.1.2 Danio rerio (Hamilton, 1822)

O zebrafish DPanio rerio) ou “Paulistinha”, popularmente chamado no
Brasil, é nativo do sul da Asia, com origem naggsabaixas dos principais rios
da india, Bangladesh e Nepal, regido caracteripattaclima de moncdes, com
estacOes secas e chuvosas bem definidas. Essalsdema chuvosa exerce
grandes efeitos nas condicbes ambientais e noahatut zebrafish, tanto em
termos de qualidade fisica e quimica da agua, quaat abundancia de
alimentos (DAMMSKI et al., 2011).

Considerada espécie modelo experimental o zebréfisin dos peixes
mais utilizados desde células tronco até as basemddancas comportamentais
induzidas por vicio em drogas, e sua utilizacdgoesguisas cresceu muito nas
Ultimas décadas (DAMMSKI et al., 2011). Além dedsdas areas de pesquisa,
podemos incluir também, experimentos que empreganerobrides desse
teledsteo para testes com congelamento (ROBLES; RIS HERRAEZ,
20009).
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As caracteristicas que facilitam a criacdo do Zedtraem biotérios
incluem: tamanho pequeno, alta fecundidade, faclkdde cultivo, embribes
grandes e transparentes e de desenvolvimento rapidiilizacdo dessa espécie
como modelo para protocolos de resfriamento e dangmto pode ajudar a
reunir informagBes necessarias para desenvolvin@atprotocolos que sejam
aplicaveis as espécies nativas.

Devido & disponibilidade de embrides durante todano, quando
mantidos em laboratério, tém-se grande quantidadenaterial disponivel na

literatura e por isso, essa espécie € amplamédliradda.

2.2 Importancia em conservar embrides

O congelamento de gametas e embrides representafarmamenta
importante utilizada em programas de melhoramermonservacdo de recursos
genéticos, permitindo a formacdo de bancos de agot de embrides, com
interface em programas de conservagamex situ,manutencao da integridade e
heterozigose. Representando assim, um potencial gpatecdo e manejo de
espécies ameacadas (ANDRABI; MAXWELL, 2007; PEREJR4ARQUES,
2008; WOELDERS; ZUIDBERG; HIEMSTRA, 2006).

De acordo com Denniston et al. (2011), os estudom ca
criopreservacdo de embribes tém sido desenvolddsde meados dos anos 70
e proporcionaram uma metodologia basica para oetamgnto da maioria dos
embrifes de mamiferos.

Segundo este mesmo autor, 0 protocolo modelo pates rfoi
confirmado no final de 1970, permitindo que o fotdos estudos fosse o
aperfeicoamento das metodologias no congelamententw®ides bovinos e
desde entdo, varios protocolos de congelamentost@m desenvolvidos para

embriGes de animais domésticos e de laboratéram@ ¢ssa pesquisa resultou
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em descendéncia viavel de, pelo menos, 14 espdeieamamiferos (RALL,
1993).

A criopreservacdo de embrifes é menos avancada OWDS
vertebrados (peixes, aves, répteis e anfibios) am ap desafios sdo mais
complexos quando comparados, por exemplo, aos m@®ifA causa apontada
€: baixa area de superficie em relagédo ao voluoreargo, menor movimento de
agua e crioprotetores atravées da membrana celuleanig a refrigeracéo,
congelamento e descongelamento (SARAGUSTY; ARA\,120

A criopreservacdo de sémen de peixes € uma fertantmstante
utilizada se comparada a criopreservagdo de ensbpéie essas espécies. Ha,
pelo menos, 17 espécies brasileiras na lista depale agua doce que foram
objetos de estudo na qualidade do sémen e/ou es@macdo nos Ultimos anos
(VIVEIROS; GODINHO, 2009). Entretanto, para progeende conservacédo, a
criopreservacdo de sémen representa 0 armazenaragoigsivamente do
material genético paterno e, por isso, conservdriées, por longos periodos,
seria uma importante alternativa na preservacauoaterial diploide (DIWAN et
al., 2010; TSAI; LIN, 2012).

Outro fator que influencia a criopreservacao deréuab de peixes é a
biologia de algumas espécies economicamente inmestalambém conhecidas
por espécies de piracema, quando adultas aprespatdndes de deslocamento
reprodutivo, que consistem na migracdo do sitioalimentacdo para o de
desova em centenas de quildbmetros (GODINHO, 20858im, a dependéncia
da sazonalidade dessas espécies é um fator imigosataser considerado quando
se trata da criopreservacdo de embrides, visto gumazenamento dos mesmos
seria uma alternativa viavel no manejo comercialpeodutivo dessas espécies.

Algumas pesquisas apontam o caminho para o desémeolto de
protocolos da criopreservacdo de embrifes de péREEN; TIAN, 2005;

ROBLES et al., 2005). Entretanto, mais estudosng@essarios para identificar
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as alternativas mais promissoras e incorporar leistacnologia na rotina dos
diversos laboratorios e pisciculturas com objetidesformacéo de bancos de
germoplasma, no melhoramento genético e principainena producao

zootécnica.

2.3 Caracteristicas dos embrides de peixes quanto aapreservacao

Um dos maiores problemas relatados esta relaciar@mdam tamanho do
embrido de peixes, que é maior que a maioria ddwi@es de mamiferos e
exibem parametros criobiolégicos diferentes. Aléssal a semipermeabilidade
do corion diminui a capacidade de penetracdo dopmietor. Esses fatos
determinam uma barreira importante para que o miefr permita uma
remocdo osmoética da agua durante o processo deamesfito, explicando a
baixa efetividade da utilizacdo das técnicas tradass (HAGEDORN et al.,
2004).

Quando o resfriamento é suficientemente lento,éhdas sdo capazes
de perder agua rapidamente por osmose, suportadesidratacdo, mantendo o
equilibrio do potencial quimico da agua e da saugiracelular com a agua
extracelular (MERYMAN; WILLIAMS; DOUGLAS, 1977). Rém, esse
mesmo autor mostra que a exposicao das célulasigasccrioprotetora leva a
um estresse osmoético, que dependendo da concentthgacdo e temperatura
de exposicéo a solucéo, a célula pode entrar espsml

Por outro lado, se o resfriamento for rapido, @poial quimico da adgua
e da solucdo extracelular diminui mais rapido de quda agua intracelular,
resultando em 4gua intracelular remanescente geetualmente, forma gelo na
célula que, muitas vezes, é letal para as céldlaNG, 2007). Protocolos de

congelamento lento promovem a remoc¢do da &guacéhtar durante o
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resfriamento, sendo estimado que 90% da mesma dseametiradas para se
evitar a formacéo de gelo (HAGEDORN et al., 2004).

A sensibilidade ao frio também é marcada como um faétores a
dificultar o congelamento de embrifes e a tempetratuais sensivel deve ser
determinada, para cada espécie em particular. Emi#w se tenha certeza dos
mecanismos responsaveis pelos danos causados pelp dlgumas
caracteristicas sdo apontadas, por exempkiagio de desenvolvimento
embrionario mais sensivel ao congelamento (AHAMMAD;
BHATTACHARYYA; JANA, 2003; LOPES et al., 2011) damacéo de gelo
intracelular ocasionando danos nas membranas dostes (FORNARI et al.,
2011; NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008).

De acordo com Lahnsteiner (2008), estagios ontdigeséiniciais sdo
mais sensiveis pela incapacidade de compensaito fdco do crioprotetores.
Para embribes deiaractus mesopotamicua,fase de fechamento de blastéporo
foi adequada para sobrevivéncia de 69,2% dos eewmr@sfriados a -8°C com
17,1% sacarose e 9% metanol (STREIT et al., 2007).

2.4 Resfriamento e Congelamento

Dentre os métodos de conservagdo de embribes peddestacar o
resfriamento que consiste na preservacao dos garaetmbrifes viaveis sob
temperaturas baixas, porém, acima do ponto de lmmgato. O resfriamento
objetiva diminuir o metabolismo e prolongar a Jialaide dos embrides,
resultando em uma alternativa viavel a curto prdPEREIRA, 2010;
AHAMMAD; BHATTACHARYYA; JANA, 2003).
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O congelamento € uma técnica na qual as célulasdiimetidas a
periodos longos de manutencdo em temperaturas oabdix ponto de
congelamento, com auxilio ou ndo de nitrogéniadigCARNEIRO, 2007).

Alguns estudos utilizando protocolos de resfriamentongelamento de
embrides de peixes foram descritos por Ahammadtt&@itaryya e Jana (1998)
paralLabeo rohita Catla catlae Cirrhinus mrigalha,por Dinnyés et al. (1998)
paraCiprinus carpio,por Ahammad, Bhattacharyya e Jana (2002) @gminus
carpio e por Lahnsteiner (2008) pamanio rerio. Estudos com peixes
migradores foram realizados por Fornari et al. (24 Streit et al. (2007), os
quais utilizaram protocolos semelhantesRiaractus mesopotamicus.

Para a criopreservacgéolvitrificacao se faz necessarso do nitrogénio
liquido (temperatura proxima a -196°C), entretaatwjtrificacdo se diferencia
da criopreservacao pelo fato das células seremdeionadas diretamente em
nitrogénio liquido, passando pelo estado vitreo ssemhuma curva de
resfriamento/congelamento, podendo evitar seguiglms autores, a formacéao
de gelo intracelular.

Estudos realizados com embrides de zebrafifanip rerio)
apresentaram efeito das curvas de resfriamentoo Igii°C/minuto),
intermediario (30°C/minuto) e rapido (~300°C/minutaitilizando-se como
crioprotetor o metanol, em diferentes estagios amérios (ZHANG; LIU;
RAWSON, 2003). Os autores verificaram que o efeitometanol foi mais
pronunciado quando os embrides foram submetidagsfdamento lento, ndo
apresentando diferencas significativas em relag@ocantrole. Nas demais
curvas, a taxa de eclosao apos o resfriamentdégfufisativamente menor.

Nos Ultimos anos, varios métodos para o congelandmtembrides de
bovinos que se baseiam em uma curva de diminuigdterdperatura padréo
foram desenvolvidos por Willadsen, Polge e Row&®i76). Esses trabalhos

correlacionam a queda de temperatura em funcaocehpa obtido com a
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velocidade de 3°C a 1°C/minuto e, a indugdo aatidatdo da solugéo
crioprotetora g¢eedingy na temperatura de -7°C com gradativa queda 8té -3
35°C e, posteriormente, armazenado em nitrogéqiadd (N,).

Avaliando a influéncia dos estagios embrionariosLdbeo rohitano
processo de criopreservacdo, Ahammad, Bhattachagyaana (2003),
perceberam que as melhores condicdes de estocagemerdbrides, em
temperatura abaixo de zero, é no estagio embrmnémiermediario,
aproximadamente 12 horas pos-fertilizagdo. Os dfaestos deOncorhynchus
keta, submetidos aseedingentre -5 e -100°C apresentaram altos niveis de
sobrevivéncia em relacdo aos que nado foram submseticesse procedimento.
Esse método é importante para o congelamento dadaslile varias espécies,
evitando-se danos fatais atribuidos a destruicduetabrana e desidratacdo dos
embries, que leva a um aumento da temperaturadnteor liberacédo do calor
latente (KUSUDA; TERANISHI; KOIDE, 2002).

Outros métodos como o de vitrificacdo sdo citadwsSteponkus et al.
(1990) e Wusteman, Robinson e Pegg (2004), qualitaome que essa seja a
alternativa para se alcancar sucesso com a cr@pegsio de embrifes muito
sensiveis a reducdo da temperatura (como os de, pexexemplo). Resultados
prévios tém demonstrado que embrifes de turBabghthalmus maximus
possuem elevada resisténcia a vitrificagdo em&elap zebrafish evidenciado
pelos menores danos celulares ocorridos (ROBLE&I.et2004). Contudo,
nenhum dos embrides das outras espécies, estugemlagsses autores,
sobreviveu ao processo. Diante disso, faz-se natess desenvolvimento de
novas técnicas que visem uma melhor eficiénciarnogsso de congelamento
de embrides e que permita uma viabilidade do emlafi@s o congelamento.

Os resultados com o resfriamento sdo bastantéasaties, porém essas
técnicas ndo sao adequadas para estocagem doamngéegtico por um longo

periodo de tempo. Assim, sdo necessarios estugopagsibilitem a criacao de
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técnicas de congelamento de embrides de peixesapandicionamento desses
em nitrogénio liquido e manutencdo em longo praesias células de maneira
viavel. No entanto, enquanto os resultados ndo sdsfatérios com a
criopreservacdo de embrides, o resfriamento forngoa alternativa para
manutencdo dos embrides por um periodo menor edemn ainda respostas
com relagcdo a agéo dos crioprotetores sobre o pistao dos embrides,

quando submetidos a essas técnicas.

2.5 Crioprotetores

Os embrifes submetidos a criopreservacao estadosupo estresse
resultante da interacdo agua e solucéo, resposgaeiai formacao de cristais de
gelo, causando dano estrutural ou até mesmo a desteélulas (HOLT, 2000).
A utilizacdo de solucdo para a criopreservacaalirmblucdes crioprotetoras
adequadas que penetram e desidratam as célulasnizaindo alteracdes
celulares e danos na membrana celular ocasionat$opmacao de cristais de
gelo, que é citado como principal razdo para fali@ processo de
criopreservacdo (LI et al., 2009). Além disso, axdatoxidade e a alta
solubilidade na agua s&o requisitos essenciais paraagente quimico ser
considerado crioprotetor (CHAO; LIAO, 2001).

As substancias que exercem funcdes crioprotet@asdivididas em
crioprotetores intra e extracelulares. O criopmtettracelular € uma substancia
quimica capaz de retirar a 4gua da célula e dimiauitemperatura de
congelamento no seu interior, impedindo a formadao cristais de gelo
internamente (CAROLSFELD et al, 2003). Entre osiopptetores
intracelulares podem-se destacar o dimetilsulfgximanetanol, o glicerol, o

metilglicol, o etilenoglicol e o propilenoglicol.



27

O dimetilsulfoxido (DMSO) é um liquido orgéanico,cor, oleoso e
sem odor, cuja formula é¢8:SO. E um composto derivado da lignina,
substancia responsavel pela rigidez das célulastaisg e teve sua primeira
utilizacdo na preservacgdo de 6rgaos (JACOB; HERER{L1983). O DMSO
tem sido amplamente utilizado na criopreservacacé&aen e embrides de
peixes (FELIZARDO et al., 2010; LAHNSTEINER, 200BtURGAS et al.,
2007; PEREIRA, 2010; VARELA-JUNIOR, 2012).

O etilenoglicol € um liquido incolor, denso, inodopouco volatil em
temperatura ambiente e de baixo peso moleculas funula é GHsO,. E
produzido industrialmente a partir do etileno. Gdleabglicol é altamente
hidrossoluvel e com capacidade de penetrar naslaséle proteger seu
citoplasma e organelas. Substancias como o etilieobtambém s&o capazes de
diminuir a temperatura intracelular e impedir anfacdo de gelo intracelular
(WOODS, 1999).

O etilenoglicol tem sido amplamente utilizado n@omreservacdo de
sémen e embrides de peixes (MENEZES, 2008; PAE$3;28ALMITO-
VANDERLEY, 2012).

Os crioprotetores extracelulares, ao contrario dosacelulares,
revestem a célula externamente, estabilizando abnaera e diminuindo os
danos provocados pelo congelamento (CAROLSFELD.,e2@03). Em geral, a
sacarose € 0 crioprotetor extracelular mais utibz&m experimentos com
embrides de peixes (AHAMMAD; BHATTACHARYYA; JANA, @02, 2003;
PEREIRA, 2010; STREIT et al., 2007).

De acordo com Woelders (1997), as propriedades mtasAdos meios
gue contém acucares, por exemplo, a sacarose éntlébuair para reducdo da
tensdo mecénica provocada pela rapida deformag¢édgueal das células sob

altas taxas de resfriamento. Protocolo para embd8E. mesopotamicufdram
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desenvolvidos por Streit et al. (2007) a -8°C monminimo, seis horas, contendo
metanol (9%) e sacarose (17,1%) como solucdesrotipras.

Entre os crioprotetores extracelulares podem gadas os polimeros
(PVA - alcool polivinilico). O PVA apresenta caradsticas que determinam
um importante papel na criopreservacado de célalgsn de inibir a formacéo
de gelo nas solucdes crioprotetoras, o PVA protegernamente as células,
agindo como crioprotetor externo (VAJTA et al., 2P9

De acordo com Wowk (2000), copolimeros de PVA (eissdo de
varias moléculas de PVA), em diferentes concenési¢dduziram a utilizagéo
de glicerol e DMSO, necesséarias para vitrificac@01@ ml de solucdes em
diferentes osmolaridades, sendo que 20% foranmcpkatmente efetivos. Neste
mesmo estudo, a formacgéo de gelo em vidro boradibicfoi inibida por 1 ppm
de PVA. Essa solugéo parece bloguear a formacarapa de cristais de gelo de
uma maneira similar as AFP's (proteinas anticonggido), encontradas em
peixes. Outra vantagem seria com relagédo ao custo, que o PVA é menos
oneroso, sendo uma excelente opcdo para melhoramprosessos de
criopreservacao e vitrificacao.

Utilizando-se embrides de rato, no estagio de mpfatam comparados
meios suplementados com BSA (Soro albumina bowrRYA, e apds 15 dias
de transferéncia foi observado que n&o houve diferestatistica nos indices de
implantacdo embrionaria e fetos vivos (NOWSHARI; BBR 2000). Isso
demonstra que o PVA pode substituir o BSA, em md@songelamento para
embrides de rato, sem apresentar toxicidade.

Em embrides de ovino, foi testada a viabilidadeswastituicdo do BSA
pelo PVA, na vitrificagdo e no descongelamento. Ndwve diferenga estatistica
nos indices de viabilidade avaliados nas diferespés;Oes, sugerindo também

uma ac¢ao positiva do PVA, durante esses proce8soém, 0 mesmo efeito ndo



29

foi visualizado em embrides de bovino, sendo osicésd de eclosao
embrionarias inferiores para o PVA (VAJTA et aB99).

Em estudo realizado por Holt (2003), comparandd-& Al (antifreeze
protein, proteina anticongelamento) do peixee@h pouts (Macrozoarces
americanus)com a glicoproteina AFGP (antifreeze glycoproteiigoproteina
anticongelamento) dbissostichus mawsori uma solucdo de 80% de PVA (9 e
10 kDa) foram visualizados dois tipos de formagadear de gelo. Observou-se
gue a solucdo de PVA reduziu a temperatura deoirdei formacéo de gelo,
assim como as proteinas anticongelantes. Porémgparo mesmo efeito fosse
determinado foram necessérias altas concentracbes @roteinas

anticongelantes, o que ndo ocorreu para o PVA.

2.6 Outras substancias

A celulose é um composto organico muito abundaatplaneta por ser
componente estrutural das plantas, conferindo-lhigidez e forma. A
hidroxietilcelulose (HEC) é um derivado da celulogge em diferentes
concentracdes, formam géis com diferentes viscdeglaque poderiam
beneficiar os embribes no processo de congelamento.

Este gel possibilita inUmeras aplica¢des bioquigjitarmacéuticas e na
bioengenharia como, por exemplo, liberacdo corteolde farmacos (KAJJARI;
MANJESHWAR; AMINABHAVI, 2011), material para a camgcdo de
biossensores (ALBAREDA-SIRVENT; ARBEN; SALVADOR, Q0) e
aplicacdes na engenharia de tecidos (ZULKIFL, 2013)

Substancias como a HEC, nédo foram testadas em&aslde qualquer
espécie, mas apresentam caracteristicas de cramgelformacgéo de estruturas
complexas e compartimentos porosos, que originardesegelanitizacdo de
solucdo aquosas concentradas (SHAPIRO; SHAPIROQ)1®evido a essas



30

propriedades somadas as caracteristicas de n&aleme, biocompatibilidade e
biodegradabilidade da hidroxietilcelulose (PENG; EDH 2010), acredita-se
ainda que essa substancia possa agir como critgimtextracelular.

O SFB (Soro fetal bovino) é uma fonte protéica muitilizada nos
meios de cultura por aumentar a produigéweitro de embriées bovinos (ALI;
SIRARD, 2002). E composto por uma variedade det&nbis, que incluem
acidos graxos, fatores de crescimento, substratesyéticos, aminoacidos e
vitaminas, com concentracBes varidveis dependeralolott, remessas e
fornecedores (TETZNER, 2007).

O SFB néo ¢ utilizado apenas para suplementacambedes bovinos.
Sugimoto (2012) também concluiu que a adicdo d8%,8e SFB no meio de
cultura para crescimento vitro aumentou a capacidade de desenvolvimento de
ovocitos de coelho cultivadds vitro ocasionados pelas melhores taxas de
sobrevivéncia e de fertilizacdo, apés injecao diimplasmatica de
espermatozoides.

Tetzner (2007) concluiu que é possivel produzir rdel bovinos na
auséncia de SFB e/ou BSA, com uma fonte protéteanaliva, a ovalbumina,
porém a qualidade e a quantidade dos blastocisiomds foram inferiores
aqueles produzidos com SFB e BSA. Devido a essgwipdades acredita-se
gue essa substancia possa agir como crioprotetracelular, principalmente
nutrindo e protegendo os embrides de peixes, durantcongelamento e
principalmente durante o seu desenvolvimento.

A gelatina é um polimero natural e biodegradavétotpelo tratamento
acido e alcalino do colageno e pela desnaturagéoci (TABATA; IKADA,
1998). Por ser biodegradavel, biocompativel e n@onogénico (DASH;
FOSTON; RAGAUSKAS, 2013; GULLAPALLI, 2010; HUANG; W, 2010), a
gelatina é um composto adequado para biomedicibAJRERS et al., 2000). E
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geralmente utilizada na forma de capsulas macia®neo um veiculo na
liberacdo de drogas (GULLAPALLI, 2010; TABATA; IKAB, 1998).

A gelatina ainda n&o foi testada em embrides deepeimas apresenta
caracteristicas importantes, sendo assim, acreglifue essa substancia possa

agir como crioptotetor extracelular.

2.7 Nanoparticulas

A nanotecnologia refere-se ao desenvolvimento eipukagédo de
materiais em escala nanométrica, para criar novodups com diferentes e
novas propriedades quimicas e biolégicas. Muitorometeriais ndo sao
naturais, como por exemplo, 0os nanotubos de carGiNI) (PATLOLLA,;
KNIGHTEN; TCHOUNWOU, 2010).

O conhecimento do efeito toxico de nanoparticutstsres organismos
aquaticos ainda é limitado. Utilizando nanopartisutle diferentes metais e
comparando-as com nanoparticulas organicas (flooren carbono), foi
observado que as compostas por metais apresensgdi@misco de toxicidade
para 0s organismos aquaticos, sendo necessariosremagestudos para
determinar os seus impactos (BLAISE et al., 2008).

Avaliando o potencial téxico de diferentes concagiies de
nanoparticulas coloidais de prata e ouro em entdéezebrafishfanio rerio),
foi observado alto grau de mortalidade embrion®@ém, a prata mostrou-se
mais toxica que o ouro, determinando maior numeeo ndalformacfes
morfolégicas (BAR-ILAN et al., 2009). Esses autodsterminaram que a
guimica da nanoparticula € mais importante quenantho, para a inducdo de
toxicidade embrionéria.

Avaliando embrides de ratos expostos a nanopatialg poliestireno,

foi observado que, durante o desenvolvimento emério, essas estavam
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aderidas ao trofoblasto e ndo apresentaram toglieid@s sistemas orgéanicos.
Fato esse, comprovado devido a ndo observacadetecéles na formacéo de
blastocisto, implantacédo e degeneracdo embrioriadapendente do tempo de
exposicdo (BOSMAN et al., 2005).

Nanoparticulas de poliestireno, marcadas com préibesescentes de
diferentes tamanhos, penetraram no cérion e no @éaino de embrides de
medaka Qryzias latipey sendo que as particulas de 39,4 nm na concéotch
1 mg/L, foram as que apresentaram maior eficiémeia se acumular nas
goticulas lipidicas e no saco vitelino, demonstoantha menor mortalidade
embrionaria (KASHIWADA, 2006).

Estudos sugerem que 0s nanomateriais, por sua rmeeqlismensao,
podem ter uma permeabilidade maior através da palepsas e membranas
celulares, podendo também ter seu efeito toxicceatedo, ja que possuem uma
reatividade superior, principalmente devido ao aatmeda area superficial
(PASCHOALINO; MARCONE; JARDIM, 2010). Além dissoutros polimeros
sintéticos como o poliestireno, muito utilizado gaarrear drogas em sistemas
biolégicos (MCGILL; SMYTH, 2010), apresentam grandpotencial
crioprotetor, pela capacidade de penetracdo que 38 de nanoparticula
apresenta.

Assim a capacidade de penetracdo das nanopartigcots ajudar a
corrigir alguns dos problemas citados, como pomgrte a semipermiabilidade
das membranas e a dificuldade de penetracdo dgzratetores, possibilitar a
inibicdo da formacédo de gelo, inibindo assim aeimjlrias determinadas pelo
processo, viabilizando o congelamento de embrides.

2.7.1 Nanotubos de carbono
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Os nanotubos de carbono (NTCs) podem ser claghificam: NTCs de
parede simples (SWCNT), compostos pelo enrolameéatoma Unica folha de
grafeno, e NTCs de paredes multiplas (MWCNT) cortgmgelo conjunto de
cilindros concéntricos, com espacamento entre suasnadas de,
aproximadamente, 0,34 nm (Figura 1) (DA, 2002; MR BANDARU, 2010).

Nanotubos de carbono de multiplas paredes (MWCNja)haram
popularidade devido a sua estrutura Unica, unidéioeal (oca) e suas
propriedades fisico-quimicas (PATLOLLA; KNIGHTEN; CHOUNWOU,
2010).

A estrutura dos atomos de carbono dos nanotubsscitvefere muita
forca, flexibilidade e resisténcia, caracterizando- como materiais
extremamente resistentes (SALVETAT, 1999). Receetdmy os NTCs
surgiram ainda como op¢do em metodologias no teattando cancer, na
bioengenharia e na terapia génica (FIRME; BANDARQ10).

Figural Imagem representativa dos nanotubos deomar(a) de parede
simples, (b) de paredes muiiltiplas, (c) agregadosia®tubos de
carbono

Fonte: Mehl (2011)
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Os NTC'S apresentaram capacidade de trafegar at@wédiferentes
barreiras celulares (FIRME; BANDARU, 2010; ZHANG)@), sendo assim,
poderiam constituir um crioprotetor que penetrari@mbrido e o protegeria
durante o congelamento e descongelamento. A endeffadigocitose e a
nanopenetracdo sao os dois mecanismos principasdesados para captacao
celular dos NTCs. A toxicidade desses compostosa estlacionada
principalmente aos danos causados ao DNA e o nemarde excre¢do desses
compostos ainda € desconhecido (FIRME; BANDARU,01

Cheng et al. (2009) microinjetram BSA-MWCNTs e PIEEMWCNTSs
[Poly(propionylethylenimine-co-ethylenimine)] nost&ma cardiovascular de
Danio rerio e em embrides no estagio de 1 célula, e observapanos
MWCNTs modificados e purificados nédo exerceramtefeitdxicos graves,
confirmados pela auséncia de deformagfes e malfd@esaaos embrides, porém
apresentam efeitos téxicos a longo prazo.

Lindberg et al. (2013) avaliaram a genotoxicidade eélulas
mesoteliais e células epiteliais brénquicas humamnadasin vitro com
SWCNTs e MWCNTs curtas e purificadas nas concedés 1, 5, 10, 20, 40,
60, 80, 100, 150, 200 e 250 ugfcmor 24, 48 e 72h e observaram os
nanomateriais levaram ao aumento nos danos no DiNKnkdagem de células
mesoteliais, e apenas SWCNTs induziram danos no B&$Acélulas epiteliais,
sugerindo uma maior sensibilidade das mesmas.

A utilizacdo de nanomateriais vem aumentando petaaberta de suas
diferentes aplicacdes, porém ha poucos estudosdgtegminam o impacto
biolégico dessas sobre ambientes aquaticos. Egscimnao necessariamente
pode ser negativo, sendo uma alternativa para gr@d importantes, como
possibilitar o congelamento de embribes de peixepicais, ajudando a

preservar espécies em extingao.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Os resultados obtidos com a criopreservacdo dei@esbainda ndo sao
satisfatérios, todavia, possivelmente o protocefinitivo ndo esta longe de ser
alcancado. Assim, a busca deve continuar e astiterstadevem ser inovadas
com a ajuda de outras substancias e de andlisgsificas e morfolégicas que
caracterizem as causas e os efeitos de todo osgmce

Definir o protocolo de criopreservagédo vem de atrcoa necessidade
de se obter biotecnologias que assegurem a madotelogcmaterial diploide e
auxilie na producdo de alimentos, pois é significato efeito causado as
espécies de peixes, tanto pela sobrepesca e pyplgiganto pela construgédo de
barragens que interferem no processo reprodutivo.

Trabalhos que fornecam informagBes e resultadosre sob
comportamento dessas duas espécies economicameekpesamentalmente
importantes, perante a toxicidade, o congelamenta eriopreservacdo de

embriBes sdo importantes e podem contribuir pa&aoco dessa biotecnologia.
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This study investigated the effect of cryoprotettarbstances for
curimba Prochilodus lineatusembryos in experimental incubator. The
experiment was conducted at the environmentabstati CEMIG, in
ltutinga-MG, Brazil, between December/2010 and &aty/2011.
Embryos (6x1g) from each curimba's couple (n=6)enemllected,
transferred to experimental incubators (0.4 L) witkdium for embryo
and with: 0.5% polyvinyl alcohol (PVA)+dimethyl $akide (DMSO);
0.5% PVA+Ethylene glycol (ET); 1% PVA+DMSO; 1% PVEY; 0.5%
hydroxyethyl cellulose (HEC)+DMSO; 0.5% HEC+ET; 1%
HEC+DMSO; 1%HEC+ET; 0.5% gelatin (GEL)+DMSO; 0.5%
GEL+ET; 1% GEL+DMSO; 1% GEL+ET, 4% fetal bovine wer
(BSF)+DMSO; 4% BSF+ET; 8% BSF+DMSO; 8% BSF+ET armhitol

(water). The concentration of DMSO and ET was 3urify 8h,
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embryos were kept in cryoprotectants and images waptured of three
embryos per treatment in 15, 30 and 60 min of eXipasand considered
measures the medium diameter chorio and mediumat@arambryo, to
evaluate the effect of cryoprotectants on embrygpmalogy (hydration /
dehydration) by input and output. After 8h, the eyols were transferred
to incubators (1L) with constant circulation of wgtuntil hatching. The
temperature, oxygen and fertilization rate fromrfelnrand experimental
incubators were measured, as well viability of teexposed to
treatments in experimental incubatoree association between 3%
DMSO and 1% HEC showed viability for the embryo2.9P6) (p<0.05),
the medium diameter chorio and medium diameter gonvas affected
by cryoprotectants in different times (p<0.05) axgerimental
incubators can be used like models because shogkededrtilization rate

(79.6%) (p<0.05).

Este estudo avaliou o efeito de substancias criefm@s para embrides
de curimbarochilodus lineatusem incubadora experimental. O
experimento foi conduzido na Estacdo Ambiental BMES, em

ltutinga-MG, entre Dezembro/2010 e Fevereiro/2@brides (6+1Q)
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de cada casal (n=6) foram coletados e transfepdmsincubadoras
experimentais (0.4 L) contendo meio para embrias geguintes
substancias: 0.5% alcool polivinilico (PVA)+dimstilfoxido (DMSO);
0.5% PVA+Etilenoglicol (ET); 1% PVA+DMSO; 1% PVA+ED.5%
hidroxietilcelulose (HEC)+DMSO; 0.5% HEC+ET; 1% HEOMSO,;
1%HEC+ET; 0.5% gelatina (GEL)+DMSO; 0.5% GEL+ET; 1%
GEL+DMSO; 1% GEL+ET; 4% soro fetal bovino (BSF)+DRS%
BSF+ET; 8% BSF+DMSO; 8% BSF+ET e Controle (dgua). A
concentracdo de DMSO e ET foi de 3%. Durante S8lendzrides foram
mantidos nos crioprotetores e imagens foram cagaisree trés embrides
por tratamento em 15, 30 e 60 min de exposicamsiderados o
didmetro médio do corio e diametro médio do embpaoa avaliar o
efeito dos crioprotetores na morfologia do embrido
(hidratacdo/desidratacéo) pela entrada e saidmésios. Depois de 8h,
os embrides foram transferidos para incubadorasddin circulacao de
agua constante, até a eclosdo. A temperatura,rosigéaxa de
fertilizacdo das incubadoras tipo funil e experitaenforam mensuradas
e também a viabilidade das larvas expostas a@srtesitos nas

incubadoras experimentais. A associacao entre 3%0Olk 1% HEC
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mostrou alta viabilidade dos embrides (72.9%) (PS)),o diametro
médio do cério e odiametro médio do embrido forafluénciados pelos
crioprotetores nos diferentes tempos (p<0,05)iercatadoras
experimentais podem ser usadas como modelo dedlla taxa de

fertilizacao (79.6%) (p<0,05).

Key words: conservation, fertilization, freshwater fish, mbology,

reproduction.

Introduction

The piracema fish are a significant portion of Brazilian fish
fauna and their reproduction occurs once a year{tay not only require
programs to recover rivers, but also programsHemreproduction of
these species in captivity by artificial propaga@o reintroduction
(Murgaset al, 1997; Viveirost al, 2010). Cryopreservation of embryos
is a alternative for the conservation of endangspesgties and this
technique allows the maintenance for long periddeecells in liquid

nitrogen, preservating genetic material.
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The curimbaProchilodus lineatusis a migratory native species
of South America (Viveirost al, 2009) used in commercial polycultures
and for fishing subsistence or commercializatiom@enho & Martinez,
2008). As a migratory species, curimba needs tanwgriver to spaw
and this cycle has been drastically affected (Peiudd, 2012), being
cryopreservation a biotechnology for their conseoveand a tool for
assisted reproduction in large scales.

However, this technique does not present an efiegtiotocol,
mainly due to difficulties in developing substantest penetrate the
chorionic sac and protect the embryo from formatbmtracellular ice
crystals during the procedure (Kusuetal, 2002; Ninhaus-Silveirat
al., 2009). According to Ninhaus-Silveiea al (2009), teleost fish
embryos have a great amount of yolk and they hdirehblarge size, a
low surface/volume ratio, different osmotic projestin each
compartment, semi-permeability of membranes sudimgnembryos and
high sensitivity to low temperatures. These charstics make it
difficult the dehydration of the embryo and pengdraof cryoprotectants
substances, which facilitates the formation ofdoéllular crystals during

cryopreservation.
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Various cryoprotectant solutions have been useliffi@rent
protocols tested with different results. For zelstafBrachidanio rerig,
2M methanol proved to be more effective and lesgt@hanget al,
1993). For curimba, 1.5 M of dimethyl-sulfoxide gmwpylene glycol
proved to be less toxic, promoting the highest @etage of survival
(78.95%), after toxicity assays, but no embryosiserafter
cryopreservation (Ninhaus-Silveied al, 2009).

Sucrose and methanol were tested on cryopresemvattipacu
(Piaractus mesopotamicyssolutions with 8.5%, 17%, 25.5% e 34% of
sucrose associated with 9% methanol determineduzee level of injury
on morphological structures of fish embryo, althoung embryo survived
after freezing (Fornaet al, 2011). The use of 10% methanol associated
with 0.5M sucrose resulted in 49% of larvae surlviwdoen was
performed the cooling, in embryos in blastopordoswre (Lope®t al,
2011).

Substances such as polyvinyl alcohol (Naitahal, 1997; Wowk
et al, 2000; Checura & Seidel Jr, 2007) and fetal bewarum (Vajtat
al. 1999) have been successfully tested in freezinigygos of mice,

sheep and cattle. These solutions have hydropitiperties that
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contribute to the removal of water from inside émebryos (Nowshari &
Brem, 2000). In addition, substances such as hyetbyl cellulose and
gelatin, have not been tested on embryos of angiespaut present
characteristics of cryogels which have complexcétmes, having porous
compartmented which are originated from a gelabibtine concentrated
aquous solution (Shapiro & Shapiro, 1999).

If fish embryo has multicompartmentalized strucsutteat difficult
the exchange of water/cryoprotectant and during deely stages are
more permeable (Martinez-Paramo et al., 2008, NeztParamet al.,
2009), so the exposure time to cryoprotectant erptbtocols, the fresh
embryos are typically exposed for only few minusgsambient
temperature, after the closure of blastopore (8$fprtilization) and
passed through the cooling (Lopesal, 2011). The novel models of
incubators could permit the maintenance of embiyasyoprotective
environment, combined with a suitable environmen&imbryo
development.

Thus the objective study was to investigate theatfbf
cryoprotectant substances in curimba’s embryogpeemental

incubator, allowing a longer period of exposureexternal
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cryoprotectants polyvinyl alcohol, hydroxyethyl lcébse, gelatin and
fetal bovine serum associated with internal crytgmtants ethylene

glycol or dimethylsulfoxide.

Material and Methods
Animals and incubation

The experiment was conducted from December 20Eelouary
2011 at the Estacdo Ambiental de Itutinga da CoimipaEnergética de
Minas Gerais (ltutinga Environmental Station of @@mpanhia
Energetica de Minas Gerais) (EAI-CEMIG), locatedha city of
Itutinga, Minas Gerais. For the experiment, 6 pafrsurimba (mean
weight females: 1191 + 496 g and mean weight m&lés:+ 296 g), wild
fish, kept in inland hatcheries in station for ntaim three years, were
used, ready to reproduce, selected by abdominaagado check the
release of sperm in males and evaluation of thgamital papillae in
females (prominent with pinkdish or reddish colmmatand genital orifice
slightly open). During the breeding season the femhave their belly

bulging and are removed from water for visualizatd the papilla, in
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case the papilla present the reddish color itlecsed for application of
hormones.

The specimens were sent to masonry aquariums aavee
hormonal application of crude extract of carp péwy gland. The initial
and final doses of hormone used were 0.5 and 5 gigffish and 0.4
and 4 mg/Kg of fish, for females and males resgebti The application
of the hormone was done intramuscularly and neabése of the dorsal
fin, at intervals of 12 h (Murgaet al 1997, Ninhaus-Silveirat al 2006).

After 24 h of the initial dose, the urogenital i@ were cleaned
and dried with paper towels to prevent contamimaéind activation of
gametes with water, urine or feces. Then hand rgassas performed
gently in the coelomic wall in cranial-caudal oti@ion to promote the
release of gametes (Spawning 214 + 66.61 g; spgeB88:+ 1.72 mL).

The fertilization of gametes was performed wité #udition of
water from the tank itself. The amount 6 + 1 g wibeyos from each
curimba couple were weighted and then taken tobatars containing
the experimental treatments in Section “Effectrybprotectant” where

they remained for 8 h.
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The experimental incubators were made with of pialghchloride
tubes (PVC) (6 cm diameter, 10 cm high and 400 apacity) and these
were arranged on a wooden support compatible Wwélpipe size. The
incubators were supplied with oxygen through a teation sponge,
centered on the PVC pipe and connected to oxydelars (Aquarium
Air Pump, Poweryy 100) through hoses suitable for aquariums (Fig. 1)
The incubators system is a closed system withairtcrdation of water,
only with constant aeration thus maintaining theaamtration of
cryoprotective agents and compared the funnel iatcwb

The Nucleo de Inovacéo Tecnoldgica - NINTEC/UFLA,
conducted prior art searches in the national bankisinternational
patents to validate the uniqueness of the techyaagtled "Sistema de
Incubacdo Experimental para Embrides de Peixe'aantie provisions of
Law 9.279, of May 14, 1996 - which regulates tlght$ and obligations
relating to Industrial Property, the technologeatted the necessary
prerequisites for patenting. The technology has laeposited to INPI,
on 12/07/2013, under n°® BR 10 2013 017858 6, paricecrecy of the

Institution for 18 months. The copy of the filedpess was archived at
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Nucleo de Inovacédo Tecnoldgica - NINTEC/UFLA forposes of
evidence.

Fig 1.

The temperature and oxygen in the experimentabaimrs were
measured every hour for 10 h. The temperature angemation of the
incubators type funnel (200 L), of glass fiber,ulav, in support tripod
type, with constant circulation of water at 26.98.85 °C during
experiment. Incubators type funnel are commonlyluseommercial
fish farms were also checked and used as contnel fartilization rate of
both incubators was measured approximately 8 In i&#itglization of
gametes, using the relationship between the nuoflgood embryos and
overall embryo counted in a sample (200 embryos)tiptied by 100.

Subsequent to exposure time (8 h), the embryos tnamsferred
to commonly used 1L incubators (Felizaetal., 2010) in a masonry
tank with constant water circulation and oxygenatm complete their
development. After hatching, the larvae were evallizn
stereomicroscope, and the total number of viallletawas counted

(hatched and not deformed).
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Effect of cryoprotectant

Four substances, polyvinyl alcohol (PVA), the hydrethyl
cellulose (HEC), gelatin (GEL) in concentration00%% and 1% and fetal
bovine serum (BSF) in concentration of 4 and 8%=wested and
combinated with dimethyl sulfoxide (DMSQO) and E#myé glycol (ET),
both in concentration of 3%. The substances tast#ds study have the
potential to external cryoprotectant by its deghalityg and form gels.
The solutions were added to a medium (160 mL) teeld@ embryos, E3,
composed by: 8.6 g NaCl, 0.38 g KClI, 1.46 g of Gadld MgSQ 2.45
(Di Prinzioet al, 2010; Haffteet al, 1996). An additional treatment
containing only water from the recirculation systess used as control
to compare the solutions that were prepared 12ibsfpr components

stabilization.

Morphometric analysis

During eight hours while the embryos were kept in
cryoprotectants and captured images of three emalpgotreatment in 15,
30 min and 60 min of exposition. After capturingese images were

evaluated in the IMAGE J. For morphology were cdaestd measures
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the medium diameter chorio (CD) and the medium diamembryo (ED)

in pum.

Statistics

The experimental randomized blocks design (RBD) ugesl with
repeated treatments, and 6 blocks. The treatmesrts avranged in a
4x2x2+1 factorial structure (substances, concentraiof substances,
internal cryoprotectants and control). To evaluheeeffect of the
incubators a completely randomized design was adopith two
treatments, experimental and funnel type incubataith eight replicates.

The results obtained for percentage viable larvae\wubmitted
to nonparametric statistical analysis using the pater package SAS
(1999) and in case of significant effect, the KialsWallis test was
applied at 5% significance level. For the varialisaperature, oxygen,
fertilization rate in the incubators, ANOVA was clutted and in case of
significant effect the means were subjected tdSb@tt-Knott test and for
morphometric analysis, ANOVA was conducted andasecof significant

effect the means were subjected to the Dunnett test
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Results

The rate fertilization was not different betweea thcubators
(p>0.05). Temperature in the funnel type incubategse higher (p<0.05)
than in experimental incubators and also dissotwadjen in the funnel
type incubators was higher (p<0.05) than in thesexpental incubators
during the time of evaluation (Table 1).

Table 1.

The treatments consisting of 3% DMSO combined Soad 1.0
% PVA, 0.5% GEL and 1.0% HEC had a higher percen{pg0.05) of
viable larvae in relation to the use of ET for Haene combinations, but
the HEC 1.0% was the better when combined with 3%&8D. It was
observed that during the embryos exposure of HE€Y, had dehydration
without breaking the membrane. The use of DMSO ¢oetbto HEC
1.0% showed similar results (p>0.05) for the petag® of viable larvae
when compared to control. On the other hand, it ees®rved that the
other treatments were lower (p<0.05) than the cbgtoup.

When DMSO was used as internal cryoprotectanthitjieest
(p<0.05) percentage of viable larvae were obtawig¢id combinations to

1.0% HEC, compared to the combinations of 0.5% HEQ% gelatin,
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BSF 4% and 8% and 0.5% PVA. No differences werenlesl between
the other treatments. With the use of ET, the coetbio 1.0% gelatin
presented higher (p<0.05) percentage of viableaam relation to BSF
8% and 0.5% PVA. However, no significant differen¢p>0.05) were
observed between the other treatments (Table 2).

Table 2.

The medium diameter chorio (CD) submitted to 15utes of
cryoprotectans was decreased (p<0.05) for DMSO B\0&, ET PVA
1.0%, DMSO PVA 0.5%, ET GEL 1.0%, ET HIDR 1%, ETDR 0.5%,
DMSO BSF 8%, ET BSF 8%, DMSO BSF 4% and ET BSF 4%
compared to the control. The CD submitted to 30 ohioryoprotectans
was decreased (p<0.05) to the control for DMSO V%6, DMSO BSF
8%, ET BSF 8% and ET BSF 4% and was increased @px@ the
control for all others treatments except for ET GEQ%, DMSO GEL
0.5%, ET GEL 0.5% and DMSO BSF 4% that did not @nés
significative different (p>0.05). The CD submitted60 min of
cryoprotectans was decreased (p<0.05) to the ddotrDMSO PVA
1.0%, ET PVA 1.0%, DMSO PVA 0.5%, ET BSF 8%, DMSSmB4%

and ET BSF 4% and was increased (p<0.05) to thieatdaor all others
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treatments except for ET GEL 1.0% and DMSO BSF B&t did not
present significative different (p>0.05) when comgubat control (Table
3).

Table 3.

The medium diameter embryo (ED) submitted to 15 oin
cryoprotectans was increased (p<0.05) to the cbiarall treatments
except for DMSO PVA 1.0%, ET PVA 1.0%, DMSO PVA @5ET
GEL 1.0%, ET HID 0.5%, ET BSF 4%. The ED submitte®0 min of
cryoprotectans was increased (p<0.05) to the coitr®@MSO PVA
1.0%, ET PVA 1.0%, DMSO GEL 1%, DMSO HID 0.5%. Tdiameter
embryo (ED) submitted to 60 min of cryoprotectarzswlecreased
(p<0.05) to the control for DMSO PVA 0.5%, ET PVA®, DMSO
GEL 1.0%, ET GEL 1.0%, ET HID 0.5%, ET HID 1.0%, 3@ BSF
8%, DMSO BSF 4% and ET BSF 4% and was increasedl @pxto the
control for ET BSF 8% (Table 4).

Table 4.

Discussion
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Fertilization success is probably one of the estrigstimators that
can be recorded to accurately estimate egg qualityit is the most
integrative estimator of sperm quality. Indeed, dbdity to fertilize or be
fertilized is one of the key components of gametality. Recording of
fertilization rates is relatively easy in some spscdue transparent eggs
(Bobe & Labbé, 2010). Our results show high ferdition rates in both
incubators and can be considered satisfactorysiystem of artificial
reproduction in the case of funnel type incubatord the experimental
system as in the case of experimental incubatdrs.ekperimental
incubators are advantageous because allow normelagenent of
embryos in solutions with fixed concentrations aaguiring little space.

The fact of temperature in the funnel type incabatvere higher
than in experimental incubators may be attributethé conditions in
which the funnel type incubators are used, as tbegive water from a
tank with heating system and constant renewal, wkéeps the
temperature. However, the experimental incubatadsrio exchange of
water or heating system and were controlled by rtemperature. The

lower the temperature oscillation leads to a lofregjuency of heat
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shocks, which can help the overall performancdefincubation of eggs
and larvae (Johnston & Vieira, 1996).

The time difference for embryonic development maydlvectly
related to incubation temperature (Sakal, 2004). This fact was
observed for curimba embryos with development erage temperature
of 24°C and 28°C, where the hatching occurred 2R1ahh after
fertilization, respectively (Rodrigues-Galdigbal,, 2009). As the
temperatures were very close to the comfort raogelarvae took less
time to hatch, but the incubation continued viapitif the larvae, which
can be observed in satisfactory development rates.

According to Rodrigues-Galdinet al (2009) water temperature is
a major determining factor in fish developmentslalways advisable to
use an optimal temperature for the species invtbik. Studies show that
the acceptable range for the incubation of egdeopical fish varies from
22°C to 31°C, and the best temperature at 27°gloh & Vieira,
1996). All temperatures in both incubators werauatbthis comfort
range for most of the evaluated period.

The dissolved oxygen in the funnel type incubateas higher

than in the experimental incubators during the tohevaluation that may
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also be justified by the conditions in which thaeriel type incubators are
used, as they have constants water renewal aneépatign. However,
this difference in oxygen concentration did noeatfembryo viability.
Studies show that the oxygen consumption by the eggery low in the
early stages of development, gradually acceleratsngemand (Strecher
et al, 2011). The oxygen demand of the developing embrgreases
dramatically with temperature, i.e., dissolved cxyghould not be
separated from other factors synchronous with teatpee, pH, and
altitude, among others (Barroso & Santos, 2006).

The DMSO is a widely used cryoprotectant duringdbeling
processes, both for the cryopreservation of semdrembryos. This
cryoprotectant has as advantage the rapid permaatmthe plasma
membrane, especially at low temperatures, howévsrcapable of
causing changes in membrane which may damage akel thna cell
unviable, making it particularly toxic (Wolfe & Baynt, 2001). Our study
the DMSO showed lower toxicity during incubationtioé embryo for
longer periods when compared to ethylene glycohdthe

cryoprotectant indicated in these conditions.
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The fact that the internal cryoprotectant 3% ET $tamwvn a lower
percentage of viable larvae in relation to the 39D, combined to 0.5
and 1.0% PVA, 1.0% HEC and 0.5% GEL can be relaiede
detrimental effect of the cryoprotectant, becatiseuld interfere with the
metabolism of the embryo causing cell disruptiod eonsequently death
(Streit-Janioret al, 2007). This results are in agreement with those
obtained by Zhangt al (2005) evaluating the toxicity of different
cryoprotectants on floundePéralichthys olivaceysembryos, which had
the lowest percentage of live embryos using ET,gamed to DMSO,
glycerol, propylene glycol and methanol, all atcemtrations of 10, 15,
20, 25, 30%, under exposure for 60 min, with tliisa being dose
dependent.

The fact that HEC determines higher rates of embigbility
shows that this polymer may be presented as aefstlution for
cryopreservation. Mainly because it has the visgasdivarious products
that are used and have low freezing temperatuceydiag to the
manufacturer. Based on results of the present weglcan assume that
this substance had a lower toxicity to the embrjasebably our work is

the first in describing the use of this substanoend) the embryonic
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development in this specie. The HEC is a naturblgaccharide and the
beneficial effect this compound is probably duéd@roperties
nontoxicity, biocompatibility, and biodegrabilitiPéng & Chen, 2010).
Dehydration was observed for the embryos of ET HI and ET HID
0.5% and did not to other treatments during trst fi6 min, which may
be due to the action of internals cryoprotectantsater this period, the
embryos were hydrated in all treatments in 30 @hchth of exposure.
However, hydration can be a barrier to cryopredanavhere
dehydration is expected to prevent formation akicellular ice.

On the other hand, the ED of the embryos exposedrtain
combinations HEC increased during the first 15 reimilar results can
be observed by Lahnsteiner (2008), observed faiafish Danio rerio)
that the diameter of the yolk increased after 5 exiposure with DMSO
and sucrose solutions and conclude this processowgsed with the
shrinkage of the perivitelline space and speculdtatiduring shrinkage
the egg loses its tension enabling the yolk to ed@nd during further
incubation the re-increase in the width of the \p&ailine space and in the

egg tension could have led to re-compression ofdiie
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Although the PVA did not show satisfactory reswitsen
compared to other treatments, this substance nagyaol important role
as external cryoprotectant, mainly for its degradgtand non-toxicity
properties (Batyrbekogt al, 1998). The use of cryo-gels has shown
increased viability of smooth muscle cells, whembmed to DMSO
(Vranaet al, 2011), there are studies that prove the reduatidche ice
crystals formation, derived from freezing (Holt,0&). Our results also
show the beneficial effects of these cryoprotestéot freezing,
explained by CD, combinations of cryoprotectantsernal PVA induced
loss of water in the embryo at 15 min (except ETARMS%), and this
behavior continued throughout the 30 and 60 miclugiing the treatment
ET PVA 0.5%. Evaluating the ED some of the embmyqgsosed to
combinations of PVA which were increased at 15 3dnin and only 2
treatments led to dehydration at 60 min (DMSO PV30and ET PVA
0.5%).PVA is a biomaterial for potential biomedical ajgplions,
designing new nanostructured devices, water sqlbieompatible and
has physical properti€®aradosset al, 2003), like rubbery nature and

high degree of swelling in watéNikolaos & Stauffef, 1991)
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Gelatin associated to ET resulted in higher ratesable larvae
when compared to 8% BSF. Gelatin is a compositsséntial and
nonessential amino acids that may have contribgtiéioe nutrition of the
embryos without being highly toxic. Furthermorelagi@ is used as
delivery vehicle for the controlled release of litbeée molecules (Young
et al, 2005) and used for pharmaceutical and medigadlcagbons because
of its biodegrability (Tabata & lkada, 1998).

The results of CD and ED with gelatin were veryiatle, but we
observe compensation between two measures, si@dalts can be
observed in zebrafish by Lahnsteiner (2008) thatéhincrease in the
width of the perivitelline space and in the eggsten could have led to
re-compression of the yolk that. The BSF is a camnpoof bovine blood
proteins and may have been toxic to curimba embgydect which is not
observed for bovine embryos, providing an increaske growth of
these (Lonergaat al, 1999).

The BSF in association with ET may have causedliaage in
the homeostasis of embryos, and some authors repost potential for
detoxification of regulatory pathways in early ogeoetic stages since

these phases the embryos are still undevelopeay beiable to
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compensate for the toxic effect of cryoprotectdb&hnsteiner, 2008). It
was observed during this study, using 4 and 8% lbeténe serum, led to
severe dehydration of the embryos, which we bellagebeen deleterious
to them.

The BSA and FCS (fetal calf serum or BSF) are comynosed
in freezing solutions at 4 mg/mL or 10%, respedyive bovine embryos,
and according to Gordon (1994) are widely usedénfteezing medium
as extracellular cryoprotectants. The study of Retgil (1998) compared
the addition of fetal bovine serum and fetal sealibumin (BSA) in the
culture medium of bovine embryos and observedttiesurvival of late
morulae/early blastocysts following freezing wagroved in the
presence of additional BSA but not BSF in vitro Eyas-produced.
Dehydration of the embryo before freezing wouldrierest for the
cryopreservation process of fish embryos, therefoydang the formation
of intracellular ice.

Our results for CD and ED show that BSF matche# wit
cryoprotectants internal dehydrates the embryomdtine majority of the
exposure time and force the water outlet of thergmbnd consequently

its dehydrationThus, the use of fetal bovine serum before freeymgl
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may cause this during a short exposure becausetpthe survival of
damaged curimba embryos.

The lack of success of cryopreservation fish embrypay be
related the lower permeability of the embryonic rbeames (Hagedoret
al., 1997), which don’t permit entry water or inlétanyoprotectant.
Thus, the embryos exposed to low concentratiomsymiprotectant
internal (3% would be less toxic), throughout tleeigd of embryonic
development from fertilization to 8 h approximatelhen closing occurs
blastopore (Bottat al, 2010), possibly allowing for greater input

cryoprotectant in all compartments embryonic.

Conclusion

The combinations of tested cryoprotectants maisthihe
viability of curimba embryos except for the comtiioa ethylene and 8%
BSF. The use of the combination DMSO and 1.0% kiE€liggested as
a potential solution for embryo cryopreservatiamcsiit has lower
toxicity. The use of reduced model of experimemtalbators is an
alternative for studies on toxicity of cryopreseiwa solutions over

embryo development, for long periods, maintainimgrtviability.
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Table 1 Average temperature (°C), average oxygen (mgAgrage

fertilization rate (%) and standard deviation ia #xperimental and

funnel type incubators used in the experiment withmba embryos

(n=6). # Averages followed by different letters in the lidiéfer by the

Sckott Knott test (p<0.05).

Time Temperature (C) Oxygen (mg/Ly
(Hours Funnel type Experimental Funnel Experimental
5:30 25.2+0.7a 22.6+2.6b 7.8+0.5a 7.1+0.1b
6:30 24.7+1.1a 23.3+2.1b 8.3+0.8a 7.5+0.2b
7:30 25.3+0.7a 21.7+3.2b 10.7+2.5a 8.8+1.1b
8:30 25.2+0.8a 23.3+2.1b 8.4+0.9a 7.3+0.1b
9:30 26.3+0.0a 24.7+1.1b 8.1+0.7a 7.3+0.1b
10:30 26.5+0.1a 25.5+0.6b 7.7+0.4a 6.2+0.6b
12:30 27.3+0.6a 25.8+0.4b 8.8t1.1a 6.2+0.6b
13:30 26.2+0.0a 26.0+0.2b 8.1+0.6a 6.7+0.2b
14:30 27.3+0.6a 26.4+0.1b 8.1+0.7a 6.2+0.6b
15:30 27.3+0.6a 26.6%0.1b 8.0+0.6a 6.4+0.5b
Fertilization rate (%) NS
Funnel type Experimental

88.1+15.8

79.6%£13.2
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Table 2. Average percentage (%) and standard deviatiomableslarvae

of curimba subjected to different cryoprotectahsverages followed

by different capital letters in the line and snmelters in the columns

differ by the Krustal-Walis test (p<0.05).

! Differs from control by the Krustal-Walis test (p05).

Internal Cryoprotectant

Solution Dose
DMSO Ethylene glycol
0.5% 34.4+29.0 Abc 8.4+18.4 Bbc
PVA
1.0% 52.7+24.0 Aab 11.2+13.1 Babc
0.5% 54.4+37.9 Aab  16.1+25.2 Babc
Gelatin
1.0% 40.4+26.4 b 39.2+31.8 a
0.5% 46.3+38.9 Db 25.4429.5 ab
Hydroxyethyl Cellulose
1.0%  72.9+23.9Aa  29.4+33.7 Bab
4% 16.1+19.3 ¢ 13.2+32.4 abc
BSF
8% 13.4+219¢c 00c
Control 83.3+16.59




84

Table 3. Average diameter chorio (CD) (um) and standardat@n of
embryos curimba subjected to different cryoprotetstand different time
(during 60 min). DMSO: dimethylsulfoxide; ET: eteyle glycol; PVA:
polyvinyl alcohol; GEL: gelatin; HIDR: hydroxyethsgllulose; BSF:
fetal bovine serum; 8: 8%; 4: 4%Differ from control by the Test

Dunnett (P < 0.05).

Treatment 15 min 30 min 60 min
WATER 4031.30£37.01 2078.00+61.50 3555.30+101.10
DMSO PVA 1.0% 3057.30+37.44* 3022.66+58.50* 303%6®.37*
ET PVA 1.0% 3058.00+48.49* 3346.00+21.00* 3134.70L6*
DMSO PVA 0.5% 3306.00+96.06* 1651.66+29.02* 311ZZD59*
ET PVA 0.5% 4118,70+72,14  2295,33+72,14* 4094,70289
DMSO GEL 1.0%  3913.30+48,08 2363.66+59.24* 39638R@&0*
ET GEL 1.0% 3590.70+42.50* 2137.33+24.68  3510.30444
DMSO GEL 0.5% 4020.70+101.00 2127.33+72.23 36236039*
ET GEL 0.5% 4041.30469.00 2095.33+156.01 3775.00412*
DMSO HID 1.0%  4107.30+48.05 2206.66+69.06* 37661M37*
ET HID 1.0% 3708.30+£95.51* 2271.33+48.34* 3684.30Lb*
DMSO HID 0.5%  3934.70+53.37 2229.33+8.32* 3751.3083*
ET HID 0.5% 3809.00+£164.50* 2375.33+164.504074.70+13.79*
DMSO BSF 8%  3568.00+265.51* 1947.33+67.68* 35234W&6
ET BSF 8% 3621.704£95.51* 1927.33+60.04* 3413.70+253
DMSO BSF 4% 3712.00£16.09* 2066.33+21.03 3406.30+15*
ET BSF 4% 3724.00+47.50* 1953.33+13.31* 3400.00364.
CV (%) 2,76 2,70 2,23
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Table 4. Average diameter embryo (ED) (um) and standardadievi of
embryos curimba subjected to different cryoprotetstand different time
(during 60 min). DMSO: dimethylsulfoxide; ET: eteyle glycol; PVA:
polyvinyl alcohol; GEL: gelatin; HIDR: hydroxyethsgllulose; BSF:

fetal bovine serunf*Differ from control by the Test Dunnett (P < 0.05)

Treatment 15 min 30 min 60 min
WATER 1186.00+37.98 694.33+7.93  1381.70%29.02
DMSO PVA 1.0% 1218.00+22.601163.00+35.11* 1348.70+31.34
ETPVA1.0% 1215.00+29.731153.33+15.30* 1308.30+25.50
DMSO PVA 0.5% 1176.70+5.56 669.66+11.50 1230.30+76.03*
ET PVA0.5% 1284.00+£37,87* 724.66+5.50 1197.30+68.79*
DMSO GEL 1.0%1329.30+£18.08* 759.66+28.51* 1232.70+32.41*
ET GEL 1.0%  1194.00+25.57 692.00+61.58 1156.00+100.80*
DMSO GEL 0.5%1267.70+11.59* 693.67+29.02 1365.30+174.13
ET GEL 0.5% 1285.70+51.59*701.66+34.00 1361.00+97.68
DMSO HID 1.0% 1248.70+9.86* 709.33+61.13  1320.00+5.68
ETHID 1.0%  1238.70+7.76* 685.33+36.29 1047.30+35.57*
DMSO HID 0.5% 1283.70+22.74* 819.33+3.51* 1311.70+53.50
ETHID 0.5%  1169.70+37.00 698.33+44.50 1201.00+158.52*
DMSO BSF 8% 1242.00+67.06*673.00+52.31 1263.00+59.13*
ET BSF 8% 1253.70+15.37* 653.33+9.07  1524.70+65.04*
DMSO BSF 4% 1244.30+66.02*669.66+18.02 1252.70+77.13*
ET BSF 4% 1172.00+38.43674.00+23.45 1175.30+63.51*

CV (%) 2.93 4.40 6.34




Figure legends

Fig. 1. Representative image of the experimental incubators

(VERSAO PRELIMINAR)
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RESUMO

Diferentes solucOes crioprotetoras e tempos de s&gm foram
avaliados quanto a sua toxicidade e seus efeitosesfriamento de
embrides deDanio rerio. No teste de toxicidade, os embribes foram
submetidos as solu¢cdes RO: Meio E3; R1: Hidroxielillose (HEC)
1,15x10°M e Dimetilsulféxido (DMSO) 1.28M; R2: Meio E3 1,450
M e DMSO 1.28M; R3: Sacarose (SAC) 0.5M e DMSO M28
R4:Meio E3 0.5M e DMSO 1.28M por 1 a 5h de exp@si¢28°C) e
avaliada a eclosdo das larvas. No resfriamentogerabribes foram
levados a 0°C por 1 a 5 horas com as solu¢desHET: 1,15x10M e
DMSO 1.28M; C2: Controle negativo: meio E3; C3: SB6EM e DMSO
1.28M. CO contendo embrides em Meio E3, foi manad28°C. Apoés a
exposicdo, os embrides foram levados a 28°C pd@sdr e entdo
avaliadas as larvas (normais e anormais). Emb(i@es) foram retirados
e capturadas imagens para avaliar: area total dwi&m(AT), diametro
médio do corio (DC) e diametro médio do embrido B dados foram
submetidos a andlise de variancia, posteriormeatélise regressdo para
as porcentagens de eclosdo em funcdo dos tempogpdsicdo em cada
solucéo e as variaveis morfométricas avaliadas teske de Scott-Knott
(P<0,05) utilizando-se o pacote computacional Rhofcentagem média
de ecloséo diminuiu com os tempos de exposicao R2araR3, R4, C1,
C2 e C3 (P<0,05). A porcentagem média de larvasnaaise aumentou
com os tempos de exposicdo para C2 e aumentaradh @l exposicao,
cairam as 4 e 5h (0%) para C3 e C4 (P<0,05). Folzsarvados edema
do pericardio, edema do saco vitelinico e ma fofuoaxial em todos os
tratamentos. AT e DC foram maiores para C1 e C@neeataram de 1h
de exposicao para 2h, diminuiram as 3h, e aumentasadh (P<0,05).
Houve interagcdo entre os tratamentos para DE evahsse que para C1
as médias diminuiram de 1h para 2h de exposicéanéivaram-se até 5h
e para C3 as médias diminuiram de 1h para 2h desiggo, aumentaram
as 3h e 4h e diminuiram as 5h (P<0,05). Concluignesa HEC e a SAC
combinadas ao DMSO podem ser utilizadas durante2iesfriamento a
0°C mantendo a porcentagem de eclosdo média dee6@%oprincipais
mas formacdes encontradas para todos os tratanmfeméss edema do
pericardio, edema do saco vitelinico e ma formagdal.

Palavras-chaveConservacgao. Crioprotetores. Peixes. Reproducéao.
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1 INTRODUCAO

O congelamento de embrides € uma biotecnologiariape a ser
utiizada em programas de melhoramento e consesvadegirecursos
genéticos, pois permite a formacéo de bancos deaggm de embrides,
com interface em programas de conservagaoex situ,manutencdo da
integridade e heterozigose. Essa prética represgntgotencial para
protecdo e manejo de espécies ameacadas (ANDRABIXWELL,
2007; WOELDERS; ZUIDBERG; HIEMSTRA, 2006) e podentidbuir
com avancos na criopreservacgao de embrides.

Entretanto, enquanto o protocolo de criopreservagao €
desenvolvido para as espécies de peixes, o regftansurge como uma
opcdo emergente para facilitar a troca de matgeiaético e o transporte
de embrides. Estudos utilizando protocolos de dangento/resfriamento
de embrides de peixes foram descritos p@iarinus carpio por
Ahammad, Bhattachayya e Jana (2002, 2003) e Dinety@s (1998) e
para Piaractus mesopotamicysor Fornari et al. (2011) e Streit et al.
(2007).

Para se desenvolver um protocolo eficaz de
resfriamento/congelamento € necessario observar papriedades
osmaticas das ceélulas. Se o resfriamento for ramdmtencial quimico
da &gua e da solucao extracelular diminui maisddcddb que o da agua
intracelular, resultando em agua intracelular resseente que,
eventualmente, forma gelo na célula e que muitassvé letal (ZHANG;
LIU; RAWSON, 2003). Em estudos com embrides de aetir Danio
rerio) foi observado o efeito das curvas de resfriameldnto
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(10°C/minuto), intermediario (30°C/minuto) e rapi¢e300°C/minuto),
utilizando-se o metanol como crioprotetor e em rdifiées estadios
embrionarios, recomendando-se o0 resfriamento le@@HANG;
RAWSON, 1996).

O zebrafish € um dos peixes tropicais de agua ohaie utilizado
e reconhecido pelos pesquisadores devido as suagrlias vantagens
como modelo experimental. As aplicacfes dessa iespéo desde sua
utilizacdo em estudos com toxicologia (ROCHA et 2011) até modelo
para pesquisas com doencas humanas (NEWMAN et2@l]l). As
principais caracteristicas do zebrafish incluemlita &cundidade, o
pequeno tamanho, o curto intervalo de geracdoanggdaréncia durante a
embriogénese, que influenciam diretamente na esa#sse animal e o
faz surgir como um modelo de vertebrados preemeneiat pesquisa
biomédica (LAWRENCE, 2007).

Um dos maiores problemas relatados no processo de
congelamento esta relacionado com o tamanho dodde peixes, que
€ maior que a maioria dos embrides de mamiferosbera parametros
criobiolégicos diferentes. Além disso, a semipetigade do corion,
diminui a capacidade de penetracdo do crioproteeierminando uma
barreira importante para penetracao do crioproeetmnsequentemente a
remocdo osmotica da &agua durante o processo deiameshto,
explicando a baixa efetividade da utilizacdo damités tradicionais
(HAGEDORN et al., 2004).

Os crioprotetores sdo substancias quimicas quesganmt as
células contra as injurias causadas pelo resfrimnemescongelamento

(SQUIRES et al., 1999) e sao considerados esssri@asses processos.
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Além disso, a combinacéo de crioprotetores inttdaeds e extracelulares
confere uma maior protecdo do que seu uso iSOl IMATA,
GRAHAM, 1997).

Lahnsteiner (2008) observou que o DMSO (Dimetitstitio) foi
0 crioprotetor menos toxico para embrides de zathrafquando
comparado ao 1,2-propanodiol, etilenoglicol, gliter metanol,
dimetilacetamida e observaram também que a sacarasglicose como
crioprotetores externos foram menos toxicas que clsprotetores
internos. A sacarose é um crioprotetor externo amehte utilizado nos
processos de resfriamento/congelamento de embrides peixes
(FORNARI et al., 2011; LOPES et al., 2011; NINHAG8-VEIRA et
al., 2009; RAHMAN et al., 2011; STREIT et al., 20@HANG et al.,
2007). Entretanto, espera-se que novas substésejas testadas para
que o congelamento torne-se uma técnica de rotinane excelentes
resultados.

A hidroxietilcelulose € um componente estruturab gdantas
conferindo-lhes rigidez e que, em diferentes commae@ies, formam géis
com diferentes viscosidades que poderiam benefmsaembribes no
processo de resfriamento. Esse gel possibilita @masn aplicacdes
bioquimicas/farmacéuticas e na bioengenharia copay, exemplo,
liberagdo controlada de farmacos (KAJJARI;, MANJESARY
AMINABHAVI, 2011), material para a construcdo deossensores
(ALBAREDA-SIRVENT; ARBEN; SALVADOR, 2000) e aplicégs na
engenharia de tecidos (ZULKIFLI et al.,, 2013). Dkvia essas
propriedades, somadas as caracteristicas de ndaadcidéale,
biocompatibilidade e biodegradabilidade da hidrioicielulose (PENG;
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CHEN, 2010), acredita-se ainda que essa substfosisa agir como
crioprotetor extracelular.

O resfriamento/congelamento permite diversas @atha criacdo
de peixes como, por exemplo, transporte de embrgesronizacdo de
fases de desenvolvimento, troca de animais e taneémite obter
resultados que ajudam a compreender o0 processaia@eservacao.
Dessa forma, novas substancias devem ser testaddiddHAUS-
SILVEIRA et al., 2009) a fim de buscar respostasapse alcancar o
sonhado sucesso na criopreservacao de embridestivObjse, neste
trabalho, testar diferentes solugfes crioprotetersmmpos de exposicao,
avaliando seus efeitos na toxicidade e no resfméonde embribes de
zebrafish.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Embrides

Os experimentos foram realizados no laboratéridndtituto de
Biologia Molecular de Roséario do Consejo Nacionalldvestigaciones
Cientificas y Técnicas da Universidad Nacional desd®io, Rosério-
Argentina.

Os embribes foram coletados semanalmente, durahteids,
sendo os animais selecionados de acordo com aeptiisponivel para o
dia da semana.

Os animais . rerio) foram separados no dia anterior a cada
reproducdo, em pequenas gaiolas (11 cm de larfjOram de altura 18
cm de comprimento) contendo 5 fémeas (total deidag e uma gaiola

maior (15 cm de largura x 10 cm de altura x 20 @ncdmprimento),
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contendo 9 machos. As gaiolas foram mantidas erregude 40 L com
sistema de recirculagcéo e oxigenacdo constantapetatura controlada a
28°C. No dia seguinte, pela manha, os machos fa@ndicionados na
gaiola das fémeas (3 machos/5 fémeas) e reduzidé&ma quantidade
de &gua no aquério para aumentar o contato enfpeixss, onde foram
mantidos por 30 minutos. Apos os 30 minutos, os riéeb foram
coletados por um sifao e mantidos no meio E3, eatasl de petri
(aproximadamente 100 embrides por placa), em ebtafae® (28°C) até
a fase de 50% de epibolia.

O meio E3 é um meio que permite a padronizacdo do
desenvolvimento embrionario de zebrafish (DI PRIzt al., 2010;
HAFFTER et al., 1996) e é constituido por 5 mM NaCl7 mM KCl,
0.33 mM CacCl2, 0.33 mM MgS0O4, e 0.1% de azul delemst.

Para avaliagdo da fase dos embrides, as placa®tdefgram
levadas de hora em hora, da estufa para o estamescopio (Olympus
SZX-12) e observada a fase em que os embrides sentesvam,
levando-se em consideracdo que a fase de 50% deliapocorre,
aproximadamente, 5 horas pés-fertilizacdo paraafishr mantidos a
28,5°C (17).

2.2 Teste de toxicidade

Um teste de toxicidade foi conduzido para avaliagf@ito das
solugdes sobre os embrides, em temperatura de & €mbrides foram
acondicionados em placas de 24 pocos (n=20 embpi@epoco), com
solugdes contendo 0s seguintes tratamentos pongotede exposicdo (1,
2, 3,4 e 5 horas):
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RO-Controle positivo: meio E3 para desenvolvimerdos
embrides;

R1-Hidroxietilcelulose ~ (HEC) 1,5%  (1,15xI®1) e
Dimetilsulféxido (DMSO) 10% (1.28 M);

R2- Meio E3 (1,15x1®M) e 10% DMSO (1.28 M);

R3- Sacarose (SAC) 17% (0.5 M) e DMSO (1.28 M);

R4- Meio E3 (0.5 M) e 10% DMSO (1.28 M).

Os tratamentos R2 e R4 foram adicionados ao expetorpara
observarmos os efeitos do DMSO isoladamente. Ra@ b meio E3
(considerado como controle) foi ajustado para canteesma molaridade
dos tratamentos R1 e R3 e adicionado 10% de DMSO.
hidroxietilcelulose utilizada no experimento foi Balytechno Industrias
Quimicas Ltda, a sacarose e 0s constituintes do Efiutilizados foram
da SIGMA® e 0 DMSO da EMSURE

Ocorrido cada tempo de exposicdo aos tratamentoglacas
foram retiradas da estufa para remocéao das solecésesmbrides foram
lavados com meio E3 e adicionado um meio E3 norbcada poco e
entdo levadas novamente a estufa para continuaerdesenvolvimento
até a eclosédo. Foi avaliada a porcentagem de ecldad larvas nos
diferentes tratamentos e em tempos de exposicda. dzacalculos foi
considerado o numero de larvas eclodidas em relag&otal de larvas
(%). No experimento foram realizadas 3 repetic@ émbrides x 5

solugdes x 5 tempos x 3 pogos = Total de 1500 iéedpor vez).

A
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2.3 Resfriamento

Para o experimento de resfriamento os embridesO(ienzbrides
por poco) foram acondicionados em placas de 24 spoguntendo as
seguintes solucgdes:

CO0-Controle positivo: meio E3 (embrides foram mawogia 28°C);

C1-HEC (1,15x1§ M) e DMSO 10% (1.28 M);

C2-Controle negativo: meio E3.

C3-SAC (0.5 M) e DMSO 10% (1.28 M);

Apobs a exposicao aos crioprotetores, 0s embrideseidos aos
tratamentos C1, C2 e C3 foram levados a camar&0ft@) por 1, 2, 3, 4
e 5 horas de resfriamento (taxa de resfriament®,deC min'). O
experimento foi realizado 3 vezes no tempo (20 &mabrx 4 solucdes x 5
tempos x 3 pocos = Total de 1200 embribes por. vez)

Posteriormente a cada tempo de resfriamento, asploram
retiradas da camara fria e as solucbes também foesnovidas, os
embrides lavados com meio E3, adicionado um novio B8 e entao os
embrides foram levados até a estufa e mantidoseempedratura (28°C)
até a eclosdo das larvas. Foram avaliadas: pogmntade ecloséo,
porcentagem de larvas normais, porcentagem de slaavermais e
porcentagem de ovos gorados. Foram consideradae oonmais: as
larvas que apresentaram morfologia integra doérgdecidos comum a
espécie; anormais: as larvas que nao apresentavdologia integra dos
tecidos e 0rgados; e os ovos gorados: aqueles essbgfie nédo se
desenvolveram e apresentavam opacidade. Para mdosabas larvas
normais, anormais e ovos gorados, foram consideradealor de cada

grupo de larvas em relacdo ao total de larvas eneptagem.
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Foi retirada uma amostra de 5 embrides e capturadagens para
avaliar a morfologia. As imagens foram adquiridagol apds os embrides
passarem pelos diferentes tratamentos e diferamg®s de exposicéo e
antes de serem retiradas as solu¢cfes de tratameadicionado o meio
E3 para os embrides continuarem seu desenvolvimemiarionario a
temperatura de 28°C.

Apoés a captura, as imagens foram avaliadas no garegiMAGE
J, para analise da influéncia dos crioprotetorsiiaenento na morfologia
do embrido. Foram consideradas as medidas da @taadb embrido
(AT), do didametro médio do coério (DC) e o diametnédio do embrido
propriamente dito (DE) em pum (Figura 1). Somenterobrides intactos

foram considerados.

Figura 1 - Andlise morfométrica de embrides de aidit durante o
resfriamento com Hidroxietilcelulose, Sacarose mddilsulfoxido a 0°C
pelo IMAGE J

Nota: (A) d1, d2: diametro do cério; didmetro médm coério = (d1+d2/2); (B) a: area
do embrido; (C) el, e2: didametro do embrido; didonetedio do embrido = (el+e2/2).
2.4 Andlise estatistica

Foi adotado o delineamento experimental em bloessializados

(DBC), com repeticdo nos tratamentos, sendo 3 blaom 3 repeticbes
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por bloco. Os tratamentos foram dispostos em esguatorial 5x5 (5

solucdes + 5 tempos de exposicdo), para o testexdrdade e 4x5 (4
solugdes + 5 tempos de exposicdo), para o resfni@mm@® controle local,

para extrair 0 efeito dos animais (blocos) do mgsidoi aplicado para as
semanas. Os dados em todas as andlises foramotesga@dnto a
normalidade, independéncia dos residuos e homdozdade de

variancias e submetidos a anélise de variansif,5), considerando um
esquema fatorial de tratamento, utilizando-se @tgacomputacional R
(R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013).

Posteriormente, para o teste de toxicidade foiiz&dh uma
analise de regressao para a variavel taxa de eclesd funcdo dos
tempos de exposi¢ao para cada solucao.

Para o experimento de resfriamento foi realizadélise de
regressao para as variaveis: porcentagem de eclpsémentagem de
larvas anormais, porcentagem de ovos gorados eettiirmédio do
embrido, em funcdo dos tempos de exposicdo para sallicao de
tratamento. Para as variaveis area total e dianmédio do corio nédo
houve interacdo. Entretanto houve diferenca sigatifta entre os
tratamentos, porém sem efeito linear ou quadraicentdo, as médias

foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, a Spraeabilidade.

3 RESULTADOS
3.1 Teste de toxicidade

Houve interacdo entre os tratamentos e observduysruicdo da
porcentagem de eclosdo, conforme aumentou-se ocotel@pEXxposicao
(p<0.05), para os tratamentos R2, R3 e R4. Paratantento R1 houve
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diferenca significativa (p<0.05) e observou-se @u@orcentagem de
eclosdo cai até as 3 horas, aumentando novament lasras de
exposicdo e voltando a cair as 5 horas, sendo ayles tas médias sé@o

consideradas altas e satisfatorias, para todoseedps de exposicao
(Figura 2).
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Figura 2 - Porcentagem média de eclosdo de lanead.drerio
submetidas ao teste de toxicidade a 28°C com hatiimelulose (HEC),

Sacarose (SAC) e Meio E3 e associados ao dimébisdd (DMSO)

Nota: Médias seguidas por diferentes letras saoifisigtivamente diferentes (Scott-
Knott; p<0.05).

3.2 Resfriamento

Houve interacdo entre as solucdes e o tempo desiggpopara o

ensaio de resfriamento e observa-se que a poresntagtdia de eclosao
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diminui (P<0.05) para os tratamentos C1, C2 e G8ocme aumentam-
se 0s tempos de exposicédo aos tratamentos (Fiyura 3

A porcentagem de larvas anormais apresenta eféitearl
crescente (P<0.05) para o tratamento C2, ao longo tdmpos de
exposicao e um efeito quadratico para os tratammedioe C3, sendo que
as médias aumentam até as 3 horas de exposicéio tairscamente as 4

e 5 horas sequentes de exposi¢ao (0%) (Figura 4).
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y=80,9-182x R=074
=
y=88,1-195x R 0.61

1 2 3 4 5

Hora
Figura 3 - Porcentagem média de eclosdo de lanead.drerio
submetidas ao resfriamento (0°C), sem crioprotstore com
Hidroxietilcelulose e Sacarose associada ao disodftixido (DMSO)
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Figura 4 - Porcentagem média de larvas com ma fayesadeD. rerio
submetidas ao resfriamento (0°C), sem crioprotst(@entrole negativo)
e com Hidroxietilcelulose e Sacarose associadadiatilsulféxido
(DMSO)

Foram observadas as seguintes mas formacdes: edema
pericardio (EP), edema do saco vitelinico (ESV) & formacdo axial
(MFA), em todos os tratamentos. Na figura, percabeue os embrides
expostos a todos os tratamentos, e em diferentésdg) apresentaram as
mesmas deformidades incluindo o controle, em mprmporcao (Figura

5).
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Figura 5 - Imagens de microscopia de larvas deafishy durante o
resfriamento a 0°C com HEC, SAC e DMSO

Nota: (A,B) Grupo exposto a HEC e DMSO por 4 ho(€3;Grupo exposto a SAC com
DMSO por 5 horas; (D) Controle. MFA, méa formaca@ahP, pericardio; EP, edema do
pericardio; SV, saco vitelinico; ESV, edema do saitelinico. Barra de escala =
0.16mm.

Avaliando-se os diferentes tempos de exposicae-pedbservar
gue a area total e o diametro médio do cério falderentes ao longo do
tempo, aumentando na primeira hora de exposicdi@ndm a diminuir as
3h e aumentando novamente as 4h, mantendo-se emdasegs 5h
(P<0.05) (Tabela 3).

Houve interacdo para os tratamentos C2 e C3 nasediks
tempos de exposicdo para o diametro médio do embpddendo-se
observar uma diminuicdo do diametro médio do erobd@ 1h para 2

horas de exposicdo, mantendo-se para o tratametod@ante o0s
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posteriores tempos de exposi¢ao (3, 4 e 5 horasinentando para o
tratamento C3, as 3h e 4 horas e diminuindo novemesn 5h (P<0.05)
(Tabela 3).

Tabela 1 - Area total (AT), didmetro médio do cof@D) e diametro
médio do embrido (ED) em pm dos embride®deerio submetidos ao r
(0°C), sem crioprotetores e com HidroxietilcelulesBacarose associadas
ao Dimetilsulféxido (DMSO)

Solucao
V  Hora Cco Cc2 C1 c3 Média
1 1,04 0,95 1,14 1,31 1,06+0,10B
2 1,10 1,15 1,17 1,14 1,14+0,08A
AT 3 1,08 1,05 1,09 1,17 1,10+0,07B
4 1,10 1,09 1,16 1,12 1,16+0,09A
5 1,08 1,03 1,16 1,21 1,12+0,10A
Média® 1,08+0,06B1,05+0,09B1,14+0,07A1,18+0,09A
1 1,14 1,20 1,214 1,20 1,19+0,11B
2 1,19 1,21 1,214 1,20 1,20+0,03A
DC 3 1,15 1,15 1,179 1,23 1,17+0,04B
4 1,18 1,20 1,206 1,26 1,21+0,05A
5 1,15 1,24 1,207 1,24 1,21+0,12A
Média® 1,11+0,05B1,17+0,14B1,20+0,04A1,23+0,04A
1 0,70 0,69 0,72A 0,68A 0,69+0,03
2 0,73 0,73 0,66B 0,61B 0,68+0,07
DE' 3 0,74 0,72 0,64B 0,68A 0,69+0,04
4 0,73 0,72 0,66B 0,71A 0,71+0,03
5 0,74 0,73 0,63B 0,57B 0,67+0,05
Média 0,72+0,03 0,73+0,03 0,66+0,21 0,65+0,06

Nota: O controle positivo corresponde aos embrifiesse desenvolveram a 28°C e sem
crioprotetores.

'Médias seguidas por diferentes letras nas columaasdinhas s&o significativamente
diferentes entre si (Scott-Knott; P<0.05).

CP: controle positivo; CN: controle negativo; HE@roxietilcelulose; SAC: sacarose.
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4 DISCUSSAO

A HEC ndo é comumente utilizada como crioprotetops é
empregada como matriz para muitos testes bioqusnadarmacéuticos.
Neste trabalho, a HEC apresentou seu efeito bendfiando avaliada
juntamente com o DMSO e quando comparada a SAGciaga ao
DMSO no teste de toxicidade. As porcentagens médeseclosao,
apresentadas pela associacdo da HEC com DMSO rgeraora de
28°C foram altas, ao longo das 5 horas de expaskEsses resultados,
que podem ser explicados pelas caracteristicas ae toxicidade,
biocompatibilidade e biodegradabilidade da HEC (BERHEN, 2010)
e que justificariam sua utilizacdo, durante o pssoale resfriamento.

A SAC associada DMSO apresentou baixas taxas de&xhue
diminuem linearmente ao longo das 5 horas de egfosino teste de
toxicidade, sendo que Rahman et al. (2011) tambéserearam uma
reducdo na taxa de eclosdo em tempos curtos den&awipara 4 e 6
minutos a 24 °C em embrides de Japanese whiiiigdo japonica ,nos
estagios de somitos e elongacao da cauda, ex@odtds de sacarose ou
trealose em agua do mar artificial.

Fornari et al. (2012) observaram taxa de eclosa64de+3,4%,
apos 12 horas de armazenamento a -8°C, utilizaBlad® metanol e
17,1% de sacarose para embride®@deactus mesopotamicu®s meios
associados ao DMSO (R2 e R4) demonstraram o efed#se crioprotetor,
em que foram observadas menores taxas de eclogde @éminuem ao
longo das 5 horas de exposicdo e continham apeD&4SD no teste de
toxicidade. Entretanto, ndo devemos concluir osiltagos com base

apenas no teste de toxicidade ou apenas no resfriampois o efeito
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crioprotetor das solugbes foi maior e positivo rgpegimento de
resfriamento, em que as médias sdo maiores nagpduasras horas de
resfriamento, quando comparadas ao teste dedaxliei

Lahnsteiner (2008) também avaliaram os efeitosrigbeotetores
internos e externos em embrides De rerio, durante 48 horas e
observaram um efeito menos tdéxico do DMSO comparadoutros
crioprotetores (1,2-propanodiaol, glicerol, etilghool, metano e
dimetilacetamida), sendo que os crioprotetoregeasesacarose e glicose
foram menos toxicos, quando avaliados isoladamedasses autores
também observaram que os estagios ontogenéticnaisnforam os que
apresentaram maior sensibilidade aos crioprotetquemdo comparados
a estagios avancados. Entretanto, o resfriamentcomgelamento
tardiamente podem néo ser indicados, pois 0s amjdastariam perto da
eclosao e nao justificaria congela-los proximorantcdo completa.

Streit et al. (2007) observaram que, para embri@eRiaractus
mesopotamicus fase de fechamento de blastoporo foi adequada pa
sobrevivéncia de 69,2% dos embribes resfriados°&€ @&m 17,1%
sacarose e 9% metanol. Neste trabalho, utilizoa-dase de 50% de
epibolia (aproximadamente 6 horas) que se encamierior a fase de
fechamento de blastéporo pddarerio (aproximadamente 9 horas), que
pode ter sido mais sensivel aos efeitos da HEC, Sé&@binadas ao
DMSO. De acordo com Lahnsteiner (2008), uma daSesapela qual os
estagios ontogenéticos iniciais sdo mais sensaeiongelamento pode
ser pelo baixo potencial desintoxicante ou viasllegrias metabdlicas
subdesenvolvidas nessa fase e que poderia seamcipcompensar o

efeito téxico dos crioprotetores.
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Durante o resfriamento, as taxas de eclosdo cdinsarmente,
tanto para a HEC (C1), quanto para a SAC (C3). W fdtores que
poderia explicar esse fato, é que os tratamentosfaram capazes de
controlar a formacdo de gelo intracelular e os @&mebrforam mais
sensiveis ao frio e aos tratamentos, confirmadobda pela maior taxa
de larvas anormais para a C3.

Fornari et al. (2011) concluiram que 0.25, 0.5050e 1M de
sacarose combinada a 9,0% de metanol ndo evitoumea¢do de cristais
de gelo, durante o congelamento e o descongelandenembrides de
Piaractus mesopotamicugporém, o nivel de lesbes observadas foi
reduzido nos embrides tratados com 17,0% (0.5 Myagarose acrescido
de 9,0% de metanol, o que seria, segundo 0s autonesargumento
convincente para novos estudos. Entretanto, pakai@ss deD. rerio,
nas condicbes em que foram realizados 0s expesiemenhum
tratamento foi capaz de proteger os embrides, thiramesfriamento a
0°C a partir de 2 horas de tratamento, em que eeptagem de eclosao
cai bruscamente e a porcentagem de larvas anoamaienta, ao longo
dos periodos de exposicao.

A porcentagem de larvas anormais foi baixa e foolservadas
em todos os tratamentos, incluindo os edemas mantemto controle.
Provavelmente, a principal causa das deformidade®néradas nos
tratamentos € devido a presenca do DMSO, um ctieeroimportante e
essencial ao congelamento (LAHNSTEINER, 2008) gemetretanto
apresenta certa toxicidade principalmente em cdraggies maiores
como a utilizada neste trabalho. Alguns estudodiaaaen o efeito do

DMSO em concentracdes de 0,1 e 1% sobre as lawamelorafish e
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também observaram edemas do saco vitelinico e ¢orpmso (CHEN;
WANG; WU, 2011).

Hallare et al. (2006) observaram defeitos na nadgdbaixa
pigmentacdo, reducdo no batimento cardiaco, edec@p® torto em
larvas de zebrafish submetidos 1, 1,5 e 2% de DMSf@monstraram
que o DMSO ¢ o indutor mais potente de proteinagrdes.

Estudos com roedores concluiram que a administracdo
intraperitoneal de DMSO pode levar a efeitos néwiobs no sistema
nervoso periférico como, por exemplo, reducdo néocidade de
conducéo do nervo e na concentracdo de 7,2% oegoe b alteracdes
estruturais no nervo ciatico com disfungcédo da méeé lamela de mielina
ndo compactada (CAVALETTI et al., 2000). Além dissoteste de
toxicidade comprova que o DMSO isoladamente foiictx quando
observamos as médias inferiores para esse tratamantlongo dos
tempos de exposicao.

A morfologia estad diretamente relacionada com aumwe do
embrido e observamos esse padrdo nos resultadosgavBimente, a
sacarose e a hidroxietilcelulose combinadas ao DMp&sentaram
algum efeito crioprotetor para os embrides de Zmbraauxiliando a
osmorregulacdo do embrido, durante as 2 horas gm®sigdo e
resfriamento, que, entretanto nao foi suficientédoago das 5 horas para
evitar a formacgéo de gelo intracelular e, provaegit®, os embrides nao
puderam compensar o efeito toxico principalment®msO.

Alguns autores utilizaram a analise morfométricame@arametro
para avaliar a permeabilidade de embrides aosrotetpres, sendo que

Lahnsteiner (2008) encontraram resultados seme&bgmdra a mesma
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espécie, utilizando diversos crioprotetores. Issduiu a sacarose e 0
DMSO a temperatura de 27°C, com alguns minutoxpesicao.

Lopes et al. (2011) observaram que, pBramesopotamicusy
didmetro do cério em diferentes estagios de deseémento (1.4, 5.2, 8
e 13.3 hpf) e por 6 e 10 horas de resfriamentodif@dram do controle.
Esses mesmos autores observaram diametro menanhitge, quando
selecionados em 8hpf e com 6h de congelamento @tardiferiram do
controle e dos embrides congelados por 10 h. Enti@to didmetro dos
embrides foi maior em 1,4 hpf, com 10h de congetdme o diametro
dos embrides congelados diferiu do controle, condtu que a acdo do
crioprotetor esté diretamente relacionada ao estigdesenvolvimento e
ao tempo de congelamento.

E dificil comparar resultados de morfologia entee diferentes
trabalhos, visto que embrides sao submetidos emdigies e
combinacdes diferentes de crioprotetores, mas pasleroncluir que a
morfologia é afetada pelos diferentes crioprotetoutilizados nesse
trabalho, pela temperatura e pelo tempo de exposigd mesmos, sendo
essa caracteristica muito variavel.

A osmorregulacdo dos embrides submetidos a HEC, $AC
DMSO pode ter sido intensificada pelo aumento dopte a exposicao
aos crioprotetores e ao congelamento, levando adgraariacdo na
morfologia e que, no entanto continuaram seu dedé@mento até 2
horas de exposicéo aos crioprotetores.

Além disso, o diametro do embrido (inclui tecidong@ativo e o
vitelo) ndo apresentou diferenca significativa enas 5 horas de

exposicao, porém, diferiu no congelamento entrgatamentos controles
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e a HEC e SAC combinadas ao DMSO, indicando querioprotetores
chegaram pelo menos até a membrana do embridetatr ndo foram
suficientes para protegé-lo, ao longo do tempa) efevavelmente nao
permearam por completo todo o embrido. Lahnstg2@08) observou
que, para embrides de. rerio, a altura da blastula e a espessura da
géastrula diminuiram durante a exposicdo ao DMS&pa@ado a sacarose.
Isso poderia ser um indicio de desidratacdo e sagéambém que o
tecido germinativo reagiu de maneira diferente il indicando que a
desidratacdo do vitelo de embrides de zebrafistmpossivel com
crioprotetores externos de rotina. Entretanto, w®ras ndo mediram
outras variaveis especificas de compartimentosiendsios.

A HEC e a SAC combinadas ao DMSO podem ser utéigad
durante 2 horas de congelamento a 0°C, mantendorcergagem de
eclosdo média de 60%. A HEC, associada ao DMSCe ped indicada
como crioprotetor alternativo a utilizagdo da sasarcom DMSO, visto
que essas substancias apresentaram caracteriptib@ignas a esses
crioprotetores e baixissima toxicidade aos embridssprincipais mas
formagBes encontradas foram edema do pericardiem&ddo saco
vitelinico e ma formacdo axial em todos os tratdosgncom valores

baixos até 2 horas de exposicao.



109

Zebrafish (Danio rerio) embryos cooled with hydroxyethyl cellulose
and sucrose associated with dimethylsulfoxide
ABSTRACT
Different cryoprotectant solutions and exposure eBmwere

evaluated for toxicity and its effects on coolibgnio rerio embryos. In
the toxicity tests, the embryos were submittedh® $olutions RO: E3
medium; R1: Hydroxyethyl cellulose (HEC) 1.15 XM and
dimethylsulfoxide (DMSO) 1.28M , R2: E3 medium 1.£50°M and
DMSO 1.28M; R3: Sucrose (SUC) 0.5M and DMSO 1.28R4: E3
medium 0.5M and DMSO 1.28M for 1 to 5h of expos(28°C) and
evaluated larvae hatching. In cooling, the embry@se maintained at
0°C for 1 to 5 hours with the solutions: C1: 1.1%%M HEC and DMSO
1.28M; C2: Negative control: E3 medium, C3: SUCM.&nd DMSO
1.28M. CO containing embryos on E3 medium was maaiet at 28°C.
After the exposure, the embryos were maintaine2Ba€C until hatching
and, later, the larvae were evaluated (normal dmbranal). Embryos
(n=5) were removed and images captured in ordev&tuate: total area
of the embryo (TA), average diameter of the cori{@®D) and average
diameter of the embryo (DE). The data were subthitte analysis of
variance, regression analysis to determine thehhmagcpercentages,
depending on the exposure times in each solutioth tike morphometric
variables were evaluated by the Scott-Knott testO(B5) using the R
computational package. The average hatching pexgerdecreased with
the exposure times to R2, R3, R4, C1, C2 and CB.(P¥. The average
percentage of abnormal larvae increased with expasmes for C2 and
increased until 3h of exposure, and decreasediimd4bh (0%) for C3 and
C4 (P<0.05). We observed pericardial edema, yotkeslema and axial
malformation in all treatments. TA and CD were fEgltior C1 and C3
and increased from 1h to 2h of exposure, decrea@sgld and increased at
4h (P< 0.05). There was interaction between treatsn®r DE and we
observed that, for C1, the averages decreased Ifoto 2h of exposure
and remained until 5h and, for C3, the averagesedsed from 1h to 2h
of exposure, increased at 3h and 4h and decreassd @#<0.05). We
conclude that the HEC and the SUC, combined withSGvmay be used
for 2h of cooling at 0°C maintaining the averagéchieg percentage of
60%, and the main malformations found for all tneants were
pericardial edema, yolk sac edema and axial madtaom.
Keywords Conservation. Cryoprotectants. Fish. Reproduction.
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RESUMO

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar diferenteslucées
crioprotetoras e diferentes tempos de exposicacesalioxicidade e a
criopreservacao de embrides de curinfr@c¢hilodus lineatus Embries
foram submetidos aos tratamentos: TO: Agua deatiladl:
Dimetilsulféxido (DMSO) 7,8%; T2: Nanotubos de aamb (NTCs) 120
mg/mL; T3: Sacarose (SAC) 17,1%; T4: DMSO 7,8% +CSK/,1% +
NTCs 40 mg/mL; T5: DMSO 7,8% + SAC 17,1% + NTCsr@@/mL.:
T6: DMSO 7,8% + SAC 17,1% + NTCs 120 mg/mL por 68,e 105
minutos. Foram avaliadas a porcentagem de lanreas(wormais, vivas
malformadas e mortas) e mensuradas a area totamtiwido (AT), o
didmetro meédio do cério (DC) e o didmetro médioesobrido (DE).
Embrides (n=6) foram fixados, para avaliar seu wmladgimento e
presenca dos NTCs. Embrides (n=12) apdés os tratameforam
decorionados, acondicionados em palhetas com psatess solugdes e
mantidos em nitrogénio liquido por 6 meses. As galh foram
descongeladas a 36°C por 15" (TD1) e a 60°C por(T2) e os
embrides avaliados quanto a integridade morfologidesenvolvimento.
Os dados foram submetidos andlise de variancigzamilo-se o pacote
computacional R. Observou-se uma menor porcentatgearvas vivas
para T5 no teste de toxicidade (P<0,05). Houveagé® entre solucdes e
tempo de exposicdo para a DC, sendo maior paralZ0,T3 e T4
(P<0,05), aos 15 minutos de exposicao. DE foi maosrl5 minutos de
exposicado (P<0,05). Os embrides apresentaram d#ggngnto normal
e foi identificada a presenca dos NTC’s nas difie®mmostras, exceto
em TO. A porcentagem média de embrides integroséor para T3 na
TD2 e para T6 na TD1 (P<0,05). A porcentagem médiaembrides
integros na TD1 foi maior para T5 e menor para EdneTD2 foi maior
para T3 e T5 e menor para TO e T6 (P<0,05). Nentiniorido avancou
no desenvolvimento embrionario pds-descongelamer@s. NTCs
associados ao DMSO e sacarose ndo sao toxicos mbsdes de
curimba, porém néo foram suficientes em protegé&twsongelamento/
descongelamento. No entanto, os NTCs adentraranenasrides e
mantiveram alta porcentagem de embrides integros.

Palavras-chave: Conservacdo. Crioprotetores. Nbostuwle carbono.
Peixes. Reproducéo.
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1 INTRODUCAO

O Curimba Prochilodus lineatus € uma espécie de piracema,
nativa da Ameérica do Sul (REIS; KULLANDERS; FERRARIUNIOR,
2003) e que representa um papel importante no sessistema, bem
como na subsisténcia e na pesca comercial no SBrakil. Entretanto,
seu ciclo reprodutivo é afetado pela poluicdo, @egredatoria,
desmatamento, construcdo de barragens e pelasicagdds nos cursos
dos rios (VIVEIROS et al., 2009). Estudos com foeoreproducdo dessa
espécie sao recomendados, a fim de prevenir a uligdim dos estoques e
assegurar a sua permanéncia (CUADRADO et al., 2013)

A criopreservacao de embrides pode contribuir pgreeservacao
do germoplasma materno e paterno e ja é apontada complemento
para biotecnologias como a clonagem e utilizagcadotrdasgénicos.
Entretanto, apesar da crescente utilizacdo dessécaéem mamiferos
ainda ndo existem relatos de resultados satisfatgrara embribes de
peixes (ROBLES; CABRITA; HERRAEZ, 2009). Estudoslizendo
protocolos de criopreservacédo foram descritos Paoahilodus lineatus
(NINHAUS-SILVEIRA et al.,, 2009), paraBrachydanio rerio
(HAGEDORN et al., 1997), par@parus auratd CABRITA et al., 2006)
e paraPiaractus MesopotamicuFORNARI et al., 2011). Porém, ha
poucos trabalhos que indicam os caminhos e asgtasppara buscar o
protocolo efetivo.

A criopreservacgao sustentaria o fornecimento cotestde animais
que sdo obtidos somente em determinadas épocasoddianinuindo
custos e reduzindo o impacto da aquicultura, maotenprodutividade,
minimizando o impacto do cultivo de peixes e dédal decorrentes de
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erro  humano, desastres naturais e epidemias (HAGEDO
KLEINHANS, 2011).

Algumas caracteristicas dos embrifes de peixesapaotadas
como determinantes no insucesso da criopreservggiude tamanho do
embrido, que retardaria o efluxo e influxo de aguarioprotetores;
conteudo grande como, por exemplo, presenca do gtee aumentaria a
probabilidade de rupturas por formacdo de gelogrmpabilidade dos
diferentes compartimentos e a semipermeabilidadenembranas que
circundam o embrido que também podem interferinfioxo e efluxo de
agua e crioprotetores (HAGEDORN et al., 2004; NINMASILVEIRA
et al., 2009; RALL, 1993).

Os crioprotetores sdo substancias essenciais acegs® de
criopreservacdo e agem desidratando as células otegpndo as
membranas durante o influxo e efluxo de agua epwitetor dos
embrides. O dimetilsulféxido e a sacarose sao ebmmfpipicos de
crioprotetores intra e extracelulares comumentelizatios pelos
pesquisadores (LAHNSTEINER, 2008), porém, a congdina dos
crioprotetores intracelulares e extracelulares pladerecer uma maior
protecdo a ceélula do que seu uso isolado (DALIMATARAHAM,
1997). Os protocolos de congelamento sdo compostossua maioria,
pelos crioprotetores utilizados na criopreservad@o sémen, todavia
novas substancias devem ser testadas na tentagivae dobter um
protocolo para embrides.

A nanotecnologia é uma ciéncia emergente e prapuadiiversas
aplicacbes nos aparelhos eletrénicos, nos sensmiégicos e quimicos
e nos biomateriais (CHENG et al., 2009). Ha preagsée que a producéao
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de nanotubos de carbono (NTC) atingira centenasiltiées de toneladas
por ano (PUMERA, 2012).

Nanotubos de carbono de mdltiplas camadas (MWCNTS)
ganharam popularidade devido a sua estrutura Umic@imensional
(oca) e suas propriedades fisico-quimicas (PATLLOKAIGHTEN;
TCHOUNWOU, 2010). Provavelmente, € um dos materiaiais
resistentes e suas propriedades sdo decorrentestddura de seus
atomos de carbono que lhes confere muita for¢caibflelade e
resisténcia (SALVETAT et al., 1999). Além dissose&s materiais sao
altamente flexiveis e ndo quebram e nem sofremsdestouturais quando
dobrados ou submetidos a alta pressédo (ELETSKO7RWRecentemente,
0s NTCs surgem ainda como op¢do em metodologiasateamento do
cancer, na bioengenharia e na terapia génica (FIRBENDARU,
2010).

Os NTC's apresentaram capacidade de trafegar atralee
diferentes barreiras celulares (FIRME; BANDARU, Q0ZHANG et al.,
2007), sendo assim, poderiam constituir um criggootque penetraria o
embrido e o protegeria durante o congelamento eodgslamento.
Objetivou-se, neste trabalho, testar diferentescdels crioprotetoras e
diferentes tempos de exposicao e avaliar seuefed toxicidade e na

criopreservacao de embrides de curimba.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Embrides
O experimento foi conduzido em Fevereiro de 20EEstacao

Ambiental de Itutinga da Companhia Energética daadiGerais (EAI-
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CEMIG), localizada na cidade de Itutinga, Minas d&er Os animais
(Prochilodus lineatus foram selecionados pela massagem abdominal,
para checar a liberacdo de sémen no caso dos magsbs avaliacdo da
papila urogenital nas fémeas (proeminente e cooragho avermelhada).

Os animais selecionados, conforme descrito, aciment
mantidos em aquarios de alvenaria e receberanmicaggod intramuscular
de extrato bruto de hipodfise de carpa nas dos€scde 5 mg/Kg ou 0,4 e
4 mg/Kg de peixe, para as fémeas e machos, respeeite. A
aplicacdo do horménio foi intramuscular e proxinaanddadeira dorsal,
em intervalos de 12 horas (MURGAS et al, 2007; NMUS-
SILVEIRA; FORESTI; AZEVEDO, 2006). Apds, aproximadante, 24
horas da dose inicial, a papila urogenital foi lav@seca para prevenir a
ativacdo e contaminacdo dos gametas com agua, arifezes. Em
seguida, foi realizada uma massagem manual e soaveavidade
celomética na direcdo cranio-caudal para promovdiberacdo dos
gametas.

Foi utilizado um pool de embribes de 2 casais dentia com
peso médio de 1200 + 283 g, para as fémeas e de 2383 g, para 0s
machos.

Os gametas primeiramente foram acondicionados gurgm
beckers (fertilizagdo a seco) e, posteriormenteadcionada a agua das
incubadoras, e entdo colocados, logo em seguidajncabadoras tipo
funil (capacidade de 200L).

Os embrides foram coletados apds a fertilizacammsportados
em sacos plasticos, contendo a agua das incuba@maximadamente

30 L; 27°C) e oxigénio até o Biotério da Universidd-ederal de Lavras,
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Lavras-MG (distante, aproximadamente, 40 Km deiniga-MG, 50

minutos de carro). No biotério, os embribes forasondicionados nas
incubadoras experimentais de manutencdo (IEM) (kigl) , onde
permaneceram por, aproximadamente 6 horas, quamdorea o

fechamento do blastéporo na temperatura de 27°C.

As IEM (Figura 1) foram feitas com tubos de polielo de vinila
(PVC) (7,5 cm didametro, 12 cm altura) e essas foedotadas em
bandejas de plastico com capacidade para 15 L @adas com
mangueiras porosas de 105cm (BJYUigadas & um compressor de ar
Big Air A420, para oxigenacao constante da aguamAdlisso, o sistema
possuia um filtro biolégico e um termostato Hopauarium Heater H-
606, para manutencdo da qualidade e temperaturagda (27°C),
respectivamente. O sistema de incubadoras é usnsistechado, com
recirculacdo de agua através de uma bomba AtmaerRdead AT-304,
com capacidade de até 800L/h.

Foram coletados 100£17,92 embrides do pool dosiscasa

curimba, para cada incubadora (2/tratamento).



Figura 1 - Imagens das incubadoras de manuteng&t (I

Nota: A: imagem das incubadoras; B e D: vista mdedas incubadoras com destaque
para a mangueira de oxigenagdo juntamente com pregsor de ar e o termostato; C:
temperatura da agua das incubadoras.

2.2 Toxicidade

Os embrides foram avaliados em esteromicroscopid Ia&) de
hora em hora, até atingirem a fase de fechamentdad&dporo e entdo
transferidos para as incubadoras experimentais rakantento (IET)
(Figura 2) e um teste de toxicidade a 26°C foi camdb para avaliar em
3 tempos de exposicdo 15 60 e 105 minutos, o etl® seguintes
tratamentos sobre os embrides: TO: Agua destiltlaDimetilsulfoxido
(DMSO) 7,8%; T2: Nanotubos de carbono (NTC) 120 mig/ T3:
Sacarose 17%; T4: DMSO 7,8% + Sacarose 17,1% + A0r@g/m; T5:
DMSO 7,8% + Sacarose 17,1% + NTC 60 mg/mL; T6: DMB8% +
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Sacarose 17,1% + NTC 120 mg/mL (CHENG,; FLAHAUT; OWE
2007).

Os nanotubos de carbono de multicamadas (MWCNT (O,
mg/mL), utilizados no experimento foram gentilmedtemdos pelo Dr.
Oswaldo Luis Alves (Unicamp) e adquiridos da CNT. Cl., Incheon -
Coréia do Sul. Foi realizado um tratamento comdaaidico, necessario
para suspender os NTC em &gua e aumentar sua perezgue O
MWCNT bruto (1,0 g) foi submetido ao refluxo em HN@O mol/L (200
mL), durante 12h a 150°C. Apos resfriar em tempesaambiente, foram
filtrados em uma membrana de PTFE (politetraflutler®) de 0,2 um e
lavou-se com agua deionizada até atingir um pHroedn filtrado. A
amostra HN@MWCNT foi seca num sistema de vacuo, durante 24h.
Uma solucéo estoque foi preparada com 100 mg of #NO@CNT
dispersa em 200 mL de agua deionizada e sonicad@ pora em um
banho de ultrasom Cole-parmer 8891 (MARTINEZ; ALVE
BARBIERI, 2013).

As IET foram confeccionadas com tubos de policto vinila
(PVC) (7,5 cm diametro, 5 cm, altura 170 mL de caf=de,
aproximadamente) e alocadas sobre um suporte gerigd7 cm de
comprimento e 32 cm de largura), com uma pedrasporentralizada em
todas as incubadoras e unidas entre si por coesctde plastico
vinculadas ao compressor de ar Big Air A420. Aléssd, o sistema de
incubadoras foi mantido em uma sala com temperatondrolada que
auxiliava na manutencdo da temperatura média d€ Zbfg. 2). O

sistema de incubadoras € um sistema fechado, s@cutacdo de agua e
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com aeracdo constante para manter a exposicdo rdbsides nas
diferentes concentrag6es de solucdes, durantecsiesp.

Decorrido o tempo determinado de exposicéo, os iésgforam
filtrados das solucdes e voltaram para IEM, conteaplenas agua para
continuarem o desenvolvimento até a eclosdo e qoesée avaliacdo das
larvas em estereomicroscépio MOTICsendo classificadas em:
porcentagem de larvas vivas normais (LV), porcestadarvas vivas
malformadas (LVMF), porcentagem de larvas mortad@l).

Figura 2 - Incubadoras experimentais de tratam@gio

Foi retirada uma amostra de 5 embrides de cadartezito com o
auxilio de uma pipeta e capturadas imagens apdsatmmentos em
microscopio de luz Olympus CX31 e avaliadas no anog IMAGE J,
para andlise da influéncia dos crioprotetores néatogia do embrido.

Foram consideradas as medidas da area total doidgem@kT), do
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didmetro médio do corio (CD) e o diametro médioedtbriao (ED) em

um (Figura 3).

Figura 3 - Analise morfométrica dos embrides dendo@ durante a
incubacao com Sacarose, DMSO e Nanotubos de CagdntC

Nota: (A) d1, d2: diametro do corio; didametro médmcério (CD) = (d1+d2/2); (B) a:
area do embrido (AT); (C) el, e2: didmetro do eayrdiametro médio do embrido
(ED) = (el1+e2/2).
2.3 Microscopia de luz e eletrdnica de transmisséo

Foi retirada outra amostra de 6 embrides de cadantento e
fixadas em solucéo de glutaraldeido (2,5%) e parateido (2,5%), em
tampao cacodilato, pH 7,0, 0,06M + Ca®,001M, em temperatura
ambiente. Apés um més, os embrides (n=3) foramdlzva@&m tampao
cacodilato 0,05M e pds-fixados em tetroxido de @sh¥io com 0 mesmo
tampéao, por quatro horas. Em seguida, o mateiialegidratado em série
cetbnica, incluido em resina Spurr e dos blocosdobtforam feitas
secdes ultrafinas (<100nm), com o auxilio de ulicadbtomo Reichrt-
Jung. Os cortes foram pds-contrastados em acedatmdila, seguido por
acetato de chumbo, e examinadas em microscOpioOmiEd de
transmisséao (Zeiss - EM 109), para observar a pcasgos NTC's.
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Outra amostra (n=3) foi incluida em resina e osesdioram feitos
em micrétomo (Leica RM2235), corados com hematoxié eosina (HE)
e capturadas imagens em microscopio de luz (Olynp31), para

observar a influéncia dos NTC’s nos tecidos dosrimas.

2.4 Criopreservacao e descongelamento

Para o congelamento, todos os embrides que pasSaels
tempos e solugcdes no experimento de toxicidademfadacorionados
(remocdo da membrana externa do embrido — o céramondicionados
em palhetas de 0,5 mL (n=12 embrides por palheta), a ajuda de uma
seringa adaptada para puxar os embribes para deasopalhetas
juntamente com as mesmas solugfes do teste dedamec As palhetas
contendo os embrides foram vedadas com massa icaugsgtéril e
submetidas a seguinte curva de congelamento norigetador Biocom
Dominium K:

Temperatura inicial positiva de 10°C
Rampa 1: -1°C/minuto

Temperatura inicial negativa: -1°C
Tempo de estabilizag&o: 5 minutos
Ponto de cristalizag&do: 1 minuto
Rampa 2: -1°C/minuto

Temperatura final: -10°C

Tempo de estabilizagdo final: 10 minutos.
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Em seguida, as palhetas foram acondicionadas efjadate
nitrogénio liquido, por 6 meses. Posteriormente @eriodo de
congelamento, as palhetas foram retiradas do batgénitrogénio liquido
e mergulhadas em banho-maria, com temperaturaotaddr de 36° por
15 segundos (TD1) e 60°C por 6 segundos (TD2),tadaepde Ninhaus-
Silveira et al. (2009). As extremidades das path&eam cortadas e os
embrides retirados, drenadas as solu¢des por uner@elevados até as
IEM (27°C), contendo apenas agua e mantidos abésiyel ecloséo.

Apo6s 30 minutos de descongelamento, os embriddedis as
palhetas foram avaliados em esteromicroscépio M&T4Ganto a sua
morfologia e desenvolvimento. Foi avaliada a paegem de embrides
integros. Foram considerados como embrides integnobrides que
apresentaram morfologia completa dos 6rgéos eagcdmum a espécie;
e nao integros: aqueles embribes que nao apreaantavorfologia
perfeita dos tecidos e érgaos.

Para os calculos foram consideradas a quantidadentdieides
integros sobre o total de embrides congelados eroep@agem. Os
embrides foram novamente avaliados 3 horas posdgstamento para

detectar avancos no desenvolvimento embrionario.

2.5Anédlise estatistica

Foi adotado o delineamento experimental inteirameasualizado
(DIC) e os tratamentos foram dispostos em esqueatwidl 7x3 (7
solugcdes + 3 tempos de exposicdo) para o testeoxieidade e a
criopreservagao, e 7x3x2 (7 solugbes + 3 tempoexgmsicdo + 2

temperaturas), para o descongelamento.
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Os dados em todas as analises foram testados quanto
normalidade, independéncia dos residuos e homdm@dade de
variancias e submetidos a anélise de variansif,5), considerando um
esquema fatorial de tratamento.

Posteriormente, para a variavel LV e LMO foi readia um teste
de média para comparar o efeito das diferenteg@edu Para a variavel
CD foi realizado um teste de média para as solug@ss diferentes
tempos de exposicdo e para ED um teste de médiaqoanparar os
diferentes tempos de exposicdo. Para a varidveeptagem de embrides
integros foi realizado um teste de meédias paralag@&s, em funcdo das
diferentes temperaturas. O teste de média utilipada todas as variaveis
foi o Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Em todas as analises estatisticas foi utilizado acofe
computacional R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013).

3 RESULTADOS
3.1 Toxicidade

Houve diferenca entre os tratamentos para a pagem média
de ecloséo das larvas (P<0,05), sendo essa memoo pé& (Tabela 1).

Houve interac&o entre as solucdes e 0 tempo desigfpopara a
variavel CD e observa-se que as médias foram nsaas T0, T2 e T3
T4 (P<0,05), quando comparados aos demais tratamans 15 minutos
de exposicéo (Tabela 2).

Avaliando-se os diferentes tempos de exposicae-pedbservar
que o ED foi diferente ao longo do tempo, sendoanaos 15 minutos
de exposicao (P<0,05), quando comparado aos déenaims (Tabela 2).
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Tabela 1 - Porcentagem média de eclosdo das leimes larvas vivas e
malformadas, e larvas mortas de embride$ deneatussubmetidos ao
teste de toxicidade, com diferentes crioprotetores

variavel Trat.* Tempo exposi¢do (minutos) Média*
15 60 105
T0 98,4t 98,41 98,1¢ 98.3¢+0,97a
T1 98,27 98,6¢ 98,2/ 98.4( +1a
T2 99,07 98,3¢ 98,7¢ 98.7210,9za
Lv? T3 98,3t 98,4( 97,51 98.041,7(a
T4 98,57 98,4: 98,5: 98.51+0,9¢a
T5 97,44 97,9: 96,6¢ 97.35+1,6%h
T6 98,1¢ 98,0¢ 98,4: 98.22+1,4ka
Média 98,35+1,3' 98,33x.0 98,02+1,5.
TO 0,7¢ 0,81 0,81 0,80+0,7:
T1 0,9t 0,5¢ 0,7¢ 0,78+0,8:
T2 0,5t 0,9C 0,81 0,750, 7(
LVMF 2 T3 1,22 1,42 1,3t 1,33+0,9¢
T4 0,8C 1,0€ 0,5¢ 0,84+0,8
T5 1,34 0,94 1,34 1,11+1,11
T6 0,9C 1,12 0,6< 0,88+0,8:t
Média 0,91+0,9¢ 0,98+0,8.  0,90+0,9¢
T0 0,8C 0,7¢ 1,9¢ 0,8040,77b
T1 0,82 0,74 0,97 0,82+0,7(b
T2 0,4¢ 0,71 0,4C 0,4940,7%b
LMO 3 T3 0,63 0,17 1,2¢ 0,6341,01b
T4 0,64 0,51 0,8¢ 0,64 +0,65b
T5 1,5¢ 1,1z 1,67 1,5341,0Z 8
T6 0,8¢ 0,7¢ 0,9¢ 0,8941,17b
Média 0,73&0,98: 0,69:+0,86% 1,071+0,90z

*Médias seguidas por letras diferentes sao sigtifiamente diferentes entre si (Scott-
Knott; P<0,05).

1LV: larvas vivas2LVMF: larvas vivas e malformada¥:MO: larvas mortas.
*“Tratamentos.
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Tabela 2 - Area total (AT) em?pdiametro médio do cério (CD) e
didmetro médio do embrido (ED) em pum dos embri@®.dlineatus
submetidos ao teste de toxicidade com diferenteprotetores

Variavel Trat.* Tempo exposi¢ao (minutos) Média
15 60 105
To  2431. 2352,¢ 2321  2353,3%03,
T1 2294, 2325,¢ 2340, 2320,1+86,
T2 2413,] 2302,] 2371, 2362,1+75,
AT? T3 2380,* 2369;,¢ 2393,: 2381,1+49,
T4 2353, 2362,: 2382,: 2366,1+4!
T5 2289,C 2347, 2416,* 2336+60,5
T6 2307,: 2318t 2436,¢ 2354,1+79,
Média 2346,3+75, 2339,7+68, 2373,8%+72,
TO 4739,8:95,4 4720,t 4592, 4684,+164,-
T1 4557,1:209,1b 4605,¢ 4627, 4596,&156,¢
T2 4778,7-75,4a 4563,¢ 4661,¢ 4668, +143,:
CD* T3 4735,3:126,¢a 4691, 4723, 4716, +100,(
T4 4655,8:102,7%a 4670,¢ 4713,¢ 4680,(+96,¢
T5 4553,5:34,2b 4650,* 4687,¢ 4630,t£114,2
T6  4560,9:99,4b 4582,1 4806," 4649,&143,%
Média 4654,4140,7 4640,+127,1 4687,+135,¢
TO 1506, 1428,¢ 1572,: 15024+196,:
T1 1507, 1563,¢ 1618,( 1562,4137,¢
T2 1389,( 1585, 1604,¢ 1526,5+159,(
ED® T3 1492 ( 1596, 1625, 1571,465,4
T4 1417, 1571,¢ 1553,: 1514,4124 ¢
T5 1409,¢ 1541, 1598,: 1516,4128,°
T6 1479,: 1553,¢ 1571( 1534,1+84,2
Média* 1457,3+137,2b 1548,7-:124,2a 1591,9:98,€a

*Médias seguidas por letras diferentes sao siguifiamente diferentes entre si (Scott-
Knott; P<0,05).

'AT: area total?’CD: diametro do cério*ED: diametro do embrido.

“Tratamentos.
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3.2 Microscopia de luz e microscopia eletrénica deansmissao

Todos os embrides observados, tanto do controBntqudos
tratamentos, apresentaram um desenvolvimento endoi@onormal para
a espeécie, com definicdo e integridade das cébutaganelas.

Foi caracterizada a fase de final da gastrula eiocinda
segmentacao/organogénese dos embrides, com degi@@seas regioes
cefalica e caudal, o mesoderma, a camada sinciti@linica/vitelo
integros, a notocorda organizada e a formacaolaorteural.

Nos embribes com 105 minutos de exposicdo aosroteipres
foi possivel observar ainda a presenca 0s somitosceescimento e
alongamento do embrido através do eixo céfalo-da(feigura 4, 5, 6 e
7).

Foi identificada a presencga dos NTC's nas difeseataostras sob
a microscopia eletronica de transmissao, excettratamento controle
(Figuras 8, 9 e 10).
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Figura 4 - Anélise em microscopio de luz de emisrideP. lineatus,
corados com HE, submetidos ao TO e com 60 mind@xgosicao

Nota: A: visdo total do embrido (Objetiva 4x); Eeregido caudal (RC) (Objetiva de 20
e 40x respectivamente); D e E: regido encefalick) (RObjetiva de 20 e 40x

respectivamente). V: vitelo; ME: mesoderma; NOorotda; CSV: camada sincicial de
vitelo; PN: placa neural; SN: sulco neural.
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Figura 5 - Andlise em microscopio de luz de emlxideP. lineatus,
corados com HE, submetidos ao T5 e com 60 minwge@xdosicao

Nota: A: viséo total do embrido (Objetiva 10x); i8gido encefélica (RE) (Objetiva de
20x) e C: regido caudal (RC) (Objetiva de 40x).Vitelo; RD: regido dorsal; CSV:
camada sincicial de vitelo.
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Figura 6 - Andlise em microscopio de luz de emlxideP. lineatus,
corados com HE, submetidos ao T6 e com 60 minwg@xdosicao

Nota: A: regido encefélica (RE) (Objetiva 10x); iegido encefélica (RE) (Objetiva de
20x); C: regido caudal (RC) (Objetiva de 20x). \ite; ME: mesoderma; NO:
notocorda; PN: placa neural; SN: sulco neural.
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Figura 7 - Anélise em microscopio de luz de emisrideP. lineatus,
corados com HE, submetidos ao T5 e com 105 mirdg@xposicao

Nota: A: visao total do embrido (Objetiva 4x); Bgtdo encefalica (RE) e somitos (S) na
regido dorsal (RD) (Objetiva de 10x); C: regido dau(RC) (Objetiva de 10x); D:
regido caudal (RC) e E: somitos (Objetiva de 40x)itelo.
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Figura 8 - Analise em microscépio eletrénico desraissdo de embrides
de P. lineatus submetidos ao T3 por 105 minutos de exposi¢do ao
nanotubos de carbono

Nota: As setas indicam a presenca dos nanotuboardeno na amostra.



136

Figura 9 - Andalise em microscépio eletrénico desraissdo de embrides
de P. lineatus submetidos ao T4 por 105 minutos de exposi¢do ao

nanotubos de carbono

Nota: As setas indicam a presenca dos nanotuboardeno na amostra.
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utilizados no experimento (A)

Nota: EmbriGes d®. lineatussubmetidos ao TO por 105 minutos de exposicéo em, ag
evidenciando a auséncia dos nanotubos de carboad)B



138

3.3 Descongelamento

Houve interacdo apenas entre as solucfes e asrtgmps de
descongelamento (TD). Quando avaliou-se a temper&t o tempo de
descongelamento foi verificado que somente T3 eapfesentaram
diferenca (P<0,05). O T3 e T5 apresentaram porgentamédia de
embrides intactos maior em TD2, e 0 T6 apresentawmporcentagem
de embrides intactos em TD1 (P<0,05) (Tabela 3).

Os embrides que foram avaliados como integros eimtagros
estéo representados na Figura 11.

As 3 horas pds-descongelamento, nenhum embrifseayoel

avanc¢os no desenvolvimento embrionario.

Tabela 3 - Porcentagem média de embrifes integeoP. dineatus
submetidos a diferentes tratamentos e diferentespermturas de
descongelamento

Tratamento Temperatura Média

TD1 36°C 15 TD2 60°C 6”

TO 0,9242,77Ae 0,9342,7¢Ae 0,9zt2,6¢

T1 33,6747,2EAc 28,045,51Ac 30,85+7,01

T2 27,7745,8¢Ad 25,92414,4Ac 26,85+5,3¢

T3 62,0349,41Bb 70,3746,0tAa 66,2(£8,7¢

T4 62,0346,0tAb 62,9649,1(Ab 62,545,1¢

T5 71,6347,7€Aa 71,2947,34Aa 71,4€+7,3<

T6 25,0047,21Ad 17,8448,4&Be 21,447,7¢€
Média 40,424 66 39.62426,0¢

*Médias seguidas por letras diferentes e mailsadadinhas e diferentes e mindsculas
nas colunas séo significativamente diferentes an{®@cott-Knott; P<0,05).
TD: temperatura de descongelamento.
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Figura 11 - Embrides de. lineatussubmetidos ao T5 e descongelados a
TD2

Nota: A: embrido considerado ndo integro e B: efidbdonsiderado integro. Aumento
de 3x.

4 DISCUSSAO

Os resultados indicam que os crioptotetores foraac toxicos
para os embribes de curimba e apenas T5 apresemaiporcentagem
menor de larvas vivas que os outros tratamentasyneequentemente
maior porcentagem de larvas mortas. Entretanto, mmescom
porcentagens menores em relacdo aos outros tratmnema taxa de
97,35+£1,69% € considerada muito alta se observargues diversos
autores utilizam o tratamento controle com taxaseclesao acima de
80% (STREIT JUNIOR et al.,, 2007), e taxa média alwds vivas de
90,6% (LOPES et al., 2011).

Os NTCs ndo sdao comumente utilizados como criojm&s,
entretanto  apresentaram pouca toxicidade confirmagelo
desenvolvimento normal dos embrides e pela alteeppagem de larvas

vivas normais. Também foram capazes de atravessarembranas dos
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embrides, confirmados pelas imagens de microscefgtronica de
transmissao.

Estes sdo os primeiros relatos na literatura diemtsobre o uso
de nanotubos de carbono na criopreservacédo de @GesleP. lineatus
Os embrides observados na microscopia de luz deéraca®m o
desenvolvimento embrionario normal para a espé&woe) definicdo e
integridade das células e organelas em que poderseterizar a fase
final da géastrula e inicio da segmentacdo/orgaregggnpara todos os
tratamentos testados. No presente experimento, namais foram
expostos a curtos periodos e provavelmente naonfstdicientes para
levar a graves efeitos tdxicos, entretanto a seaygedacdo dos embrides
submetidos aos MWCNTs néo foram avaliados, sugenmayos estudos
nas condigdes experimentadas.

Os resultados de baixa toxicidade encontrados resepte
trabalho estdo de acordo o de Cheng et al. (2008)avaliaram embrides
de Danio rerio expostos a BSA-MWCNTs (Soro fetal albumina- NTCs
de multiplas camadas) e PPEI-EI-MWCNTs (Poli etiténa propionil-
co-etilenimina - NTCs de multiplas camadas), porcrainje¢cdo no
estagio de 1 célula e microinjecdo no sistema ceadcular, com 72h
pés-fertilizacdo e concluiram que MWCNTs modificad® purificados
nao exercem efeitos toxicos graves, quando carseado zebrafish,
confirmados pela auséncia de deformacdes e malfdesaaos embrides,
porém apresenta efeitos toxicos a longo prazo.dbady et al. (2013)
compararam a genotoxicidade de células mesotdiaiélulas epiteliais
bronquicas humanas apos tratamemovitro por 24, 48 e 72h com

SWCNTs (nanotubos de camadas simples) e MWCNTSs tasue
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purificadas (1, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 150) 20250 pg/ch) e
observaram que, ambos os nanomateriais levarararaen#o nos danos
no DNA da linha de células mesoteliais, enquan® apenas SWCNTs
induziu danos no DNA das células epiteliais, 0 qugere uma maior
sensibilidade da linha de células mesoteliais. Ntargo, os autores
recomendam cuidado na interpretacdo dos dados, s, 0S aumentos
observados nos danos no DNA foram pequenos e atigles ocorreram
em doses relativamente elevadas de CNT's.

O DMSO e a sacarose associados aos nhanotubos rdaprase
baixa toxicidade para os embrides de curimba. lehres (2008)
observou que o DMSO, comparado a outros criopnaetal,2-
propanodiaol, glicerol, etilenoglicol, metano e dtitacetamida) foi
menos toxico para embrides de. rerio durante 48 horas, e o0s
crioprotetores externos sacarose e glicose foramosn&xicos quando
avaliados isoladamente.

Lahnsteiner (2008) também observou que o0s estagios
ontogenéticos iniciais foram os que apresentaraiarreansibilidade aos
crioprotetores, quando comparados a estagios adasicRortanto, a fase
de fechamento do blastoporo usada neste experimpotte ter
contribuido para a resisténcia dos embrides a togl@sioprotetores. Para
embrides dePiaractus mesopotamicusa fase de fechamento de
blastéporo foi adequada para sobrevivéncia de 6%@% embrides
resfriados a -8°C com 17,1% sacarose e 9% metSA&EIT JUNIOR et
al., 2007). Outro fato importante que deve sedoit& que, devido a alta

resisténcia dos embrides &e lineatusaos crioprotetores, essa espécie
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oferece um modelo de vertebrados util para a a&idoxicoldgica de
compostos a serem testados.

A morfologia esta diretamente relacionada com cuwe do
embrido e foi observado o efeito dos crioprotetod@gtamente no
volume dos mesmos para T1, T5 e T6, fazendo-nosluiomue o
DMSO, a sacarose, e os NTC’s apresentaram algumo efoprotetor
para os embrides de curimba, provavelmente augidi@nosmorregulacao
do embrido durante 15 minutos de exposicdo, queeetanto ndo foi
suficiente durante o congelamento para evitar andgéo de gelo
intracelular e possivelmente os embrides ndo putdemnpensar o efeito
do congelamento/descongelamento.

A andlise morfométrica foi usada como parametra @avaliar a
permeabilidade de embrides aos crioprotetores seu@olahnsteiner
(2008) observou resultados semelhantes faamaio rerio, utilizando
diversos crioprotetores, incluindo a sacarose &0, a temperatura de
27°C com alguns minutos de exposicao. Lopes €R@ll1) observaram
para P. mesopotamicugjue a acdo do crioprotetor esta diretamente
relacionada ao estagio de desenvolvimento e acotel@mgongelamento e
concluiram que o controle da osmoregulacdo nos admentos do
embrido € um dos fatores a ser considerado paleoraela sobrevivéncia
das larvas, durante o resfriamento.

Lahnsteiner (2008) observou que, para embride®.deerio, a
altura da blastula e a espessura da gastrula dmamudurante a
exposicdo ao DMSO associado a sacarose e que gpgderm indicio de
desidratacdo e sugerem também que o tecido gemainggagiu de

maneira diferente do vitelo, indicando que a desa@o do vitelo de
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embrides de zebrafish € impossivel com crioprogéstexternos de rotina.
Entretanto, os autores ndo mediram outras variagsejcificas de
compartimentos embrionarios.

O didametro do embrido (inclui tecido germinativooevitelo)
apresentou diferenca significativa, ao longo dosptes de exposicao,
mostrando que os crioprotetores chegaram até a raemllo embrido.
Entretanto, ndo foram suficientes para protegé&ltoago do tempo e/ou
provavelmente ndo  permearam  por completo  todo
embrido/vitelo;entretanto, ndo medimos compartioenémbrionarios
como a altura e espessura da gastrula. A diferencantrada para CD
entre os tratamentos que continham apenas DMSO enaeres
concentragcbes de NTCs associadas ao DMSO comprogaegses
crioprotetores foram capazes de desidratar os éa#ori

Apesar da baixa toxicidade apresentada pelos ditge
crioprotetores, nenhum embrido foi capaz de sobeevipds-
descongelamento. Entretanto, a porcentagem de @msbfntegros foi
maior para a associacdo de NTCs (60mg/mL) com esea DMSO e
para sacarose utilizada sozinha.

Os embrides submetidos até 60 mg/mL de nanotubasdgu
associados ao DMSO e a SAC apresentaram maioresnpagens de
embrides integros, entretanto maiores concentragbesm toxicas
durante o congelamento e menores concentracdefrsn capazes de
proteger os embrides. Os nanotubos apresentamfledibilidade e
resisténcia, nao quebram e nem sofrem danos esisuuando dobrados
ou submetidos a alta pressdo (ELETSKII, 2007; SALXE et al.,
1999).
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A sacarose também demonstrou suas propriedadesiva®si
gquando associada aos NTCs ou como crioprotetoadeplsendo que
outros autores também verificaram essas caraatagsiVoelders (1997)
cita que as propriedades mecéanicas dos meios quénca@cucares, por
exemplo, a sacarose é de contribuir para reducaterds#io mecanica
provocada pela rapida deformacéo estrutural datasédob altas taxas de
resfriamento. Streit Junior et al. (2007) desers@in um protocolo para
embrides deP. mesopotamicug -8°C por, no minimo, seis horas,
contendo 9% de metanol e 17,1% de sacarose comacossl
crioprotetoras.

Os nanotubos de carbono ndo sdo téxicos aos @mbde
curimba, quando associados ao DMSO e a sacarosan ptio foram
suficientes para protegé-los, durante o congelamemtescongelamento.
Contudo, foram capazes de penetrar 0os embrifesa desgécie e,
provavelmente, devido a essa caracteristica maativboa porcentagem

de embrides integros quando associados ao DMSfaeagose.
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Prochilodus lineatus embryos cryopreserved with carbon nanotubes
associated to dimethylsulfoxide and sucrose

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate diffiere
cryoprotectants solutions and different exposumeesi on toxicity and
cryopreservation of curimbaP(ochilodus lineatus embryos. Embryos
were submitted to the treatments: TO: Distilled evatT1: Dimethyl
sulfoxide (DMSO) 7.8%, T2: Carbon nanotubes (CNI&) mg/mL, T3:
Sucrose (SUC) 17.1%, T4: DMSO 8% + SUC 17.1% + CMOsIng /
mL; T5: DMSO 7.8% + SUC 17.1% + CNTs 60 mg/mL; TBMSO
7.8% + SUC 17.1% + CNTs 120 mg/ml, for 15, 60 af@ minutes. We
evaluated the percentage of larvae (normal livinglformed living and
dead) and measured the total area of the embryo, (i average
diameter of the corium (DC) and the average diametehe embryo
(DE). Embryos (n = 6) were fixed in order to evahahits development
and the presence of CNTs. After the treatmentsyygmskin = 12) had the
corium removed, conditioned in straws with the eetjpve solutions and
maintained in liquid nitrogen for 6 months. Theasts were thawed at
36°C for 15" (TD1) and at 60°C for 6" (TD2), ancttembryos evaluated
regarding morphological integrity and developmemhe data were
submitted to analysis of variance using the R cdemppackage. We
observed a smaller percentage of live larvae forinrfhe toxicity test
(P<0.05). There was interaction between solutiors exposure time for
DC, being higher for TO, T2, T3 and T4 (P<0.05eafl5 minutes of
exposure. DE was lower at 15 minutes of exposure0.(5). The
embryos showed normal development and we identtfiedpresence of
NTC's in the different samples, with the excepttonTO. The average
percentage of intact embryos was higher for ThenTD2 and for T6 in
TD1 (P<0.05). The average percentage of intact gosbm TD1 was
higher for TS5 and lower for TO, and in TD2, higlfer T3 and T5 and
lower for TO and T6 (P<0.05). No embryo progresgecembryonic
development post-thawing. The CNTs associated vibtidSO and
sucrose were not toxic to curimba embryos, but were sufficient to
protect them in freezing/thawing. However, CNTs qiested embryos
and maintained high percentage of intact embryos.
Keywords: Conservation. Cryoprotectants. Carbon dildres. Fishes.
Reproduction.
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