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Toxicidade de crioprotetores em embrides de pacu

Piaractus mesopotamicus.
Cryoprotectant toxicity to pacu embryos Piaractus mesopotamicus

Viviane de Formiga Xavier Lund'; Irineu Machado Benevides Filho? e Erica Pauls?.

Resumo

Embrides de pacu Piaractus mesopotamicus foram
submetidos a sete tratamentos, com o objetivo de se
testar a toxicidade de 2 crioprotetores: glicerol e
dimetilsulféxido (DMSO), e suas associagdes a
sacarose, a temperatura ambiente de 28°C. Nenhum
embrido sobreviveu aos tratamentos contendo glicerol.
O DMSO foi o crioprotetor que apresentou menor
toxicidade aos embrides de pacu.

Palavras chave: peixe, congelamento, crioprotetores,
embrides.

Introducao

A medida que as fazendas de criagdo de peixes se
expandem, cresce a necessidade de se desenvolver
novas técnicas de reprodugdo, que permitam a pre-
servagdo de pools genéticos, tornando possivel a
estocagem quase que indefinida de genes desejaveis.
A criopreservagdo de embrides de peixes, pode au-
mentar substancialmente a eficiéncia da selegéo de
espécies ictias cultivaveis, assim como é feito com
outras espécies domésticas. Em se tratando de espé-
cies selvagens, esta técnica pode salvar caracteristi-
cas Unicas dentre estoques, evitar a perda de variabi-
lidade genética dentro de uma determinada populagéo
e até mesmo o desaparecimento de toda uma popula-
¢do ameacgada de extingéo, através da criagcéo de ban-
cos genéticos para peixes (Stoss, 1983).

Porém a criopreservagao de odcitos e embrides de
peixes parece ser um pouco mais complicada do que
o congelamento de sémen. Vérios fatores interferem
na remocgao de dgua da célula durante o congelamen-
to, principalmente a presenc¢a de duas membranas dis-
tintas (cérion e membrana perivitelinica), as diferen-
cas de permeabilidade de ambas as membranas e 0
grande volume do embrido (Stoss, 1983).

O sucesso obtido em congelamento de embriGes
mamiferos e o desenvolvimento de técnicas que de-
terminam um regime de congelamento 6timo para um
determinado tipo de célula, abrem possibilidades para
aplicagdo de tal técnica em embrides de peixes (Stoss
e Donaldson., 1983). Assim, o efeito dos tratamentos
pré e pos congelamento devem ser cuidadosamente
investigados, pois a concentragdo do crioprotetor, a

maneira como ¢ adicionada e o tempo a que o ovo fica
exposto a ele, afetam o desenvolvimento embrionario
subseqlente (Whitthigam e Rosenthal, 1978).

Os crioprotetores podem ser intracelulares ou
extracelulares. Aqueles que nao penetram na célula
sdo mais eficientes em velocidades de congelamento
mais rapidas (Meryman et al., 1977), contribuem para
a desidratagdo osmética mas nao protegem contra ela.

‘Os mais usados sé&o os aguUcares, polimeros e

lipoproteinas (Pursel e Johnson., 1989). Os
crioprotetores intracelutares tém baixo peso molecular,
alta solubilidade em agua, e congelam em temperatu-
ras bem baixas. Os mais comumente usados séo os
glicerol, dimetilsulféxido (DMSQO), etileno glicol e
acetamida. (Pursel et al., 1989).

Varios sdo os estudos que procuram esclarecer
questdes sobre concentragéo do crioprotetor, o tempo
de equilibrio e a toxicidade. Em geral os crioprotetores
mais usados em organismos aquaticos sdo: DMSO,
glicerol, etileno glicol, propileno glicol, acetamida,
sacarose, trehalose e glicose (Harvey et al., 1983,;
Whittingham e Rosenthal, 1978; Zhang et al., 1989;
Kasai et al., 1992; Chao et al., 1994), sendo o DMSO
considerado o menos téxico (Whittingham e Rosenthal,
1978; Zhang et al., 1989; Chao et al., 1994).

Segundo Kasai et al. (1992), o efeito téxico dos
crioprotetores pode ser reduzido pela associagéo da
sacarose ao meio de congelamento. Nestas condigbes
admite-se uma concentragdo de sacarose de 0,25 a
0,5M, enquanto que para a retirada do crioprotetor,
Pursel e Johnson. (1989) e Széll e Shelton. (1986),
sugerem que a concentragéo final de sacarose seja

“1,0M.

O objetivo do presente trabalho foi o de determinar
a toxicidade de dois crioprotetores, DMSO e glicerol,
amplamento utilizados em criopreservagéo de embri-
des de mamiferos e suas associagdes a sacarose.

Material e Métodos

Foram utilizados em duas fases de desenvolvimento
(aparecimento de cauda e pré-eclosdo) embrides de
pacu Piaractus mesopotamicus que foram submetidos
a sete tratamentos, em temperatura ambiente de 27°C.
Os embrides foram obtidos através de desova artifici-
al, com indug&o hormonal, utilizando-se uma dose pre-
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paratéria (0,5mg/kg) de hormdnio luteinizante (LHRH).
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Reprodugédo de Peixes da SENDAS Agropecuaria, lo-
calizada no municipio de.Magé, RJ, durante os meses
de abril e maio 1995.

Tratamento 1 - 65 embriées em fase de pré-ecloséo
foram submetidos ao glicerol 15% e equilibrados em
duas etapas, 5% e 10%, ficando 15 minutos em cada
concentragdo. A retirada do crioprotetor foi feita em
concentragdes decrescentes do mesmo, 10% e 5%, fi-
cando os embriées 5 minutos em cada uma, sendo la-
vados em agua corrente e observados por 1h e 15 mi-
nutos.

Tratamento 2 - 65 embrides em fase de pré-ecloséo,
foram submetidos ao DMSO 15%, e equilibrados em
trés etapas, 4%, 8% e 11%, ficando os embrides 15
minutos em cada concentragdo. A retirada do
crioprotetor foj feita em concentragdes decrescentes
do mesmo, 11%, 8% e 4%, ficando os embrides 5 mi-
nutos em cada uma, sendo lavados em agua corrente
e observados por 1h15 minutos.

Tratamento 3 - 50 embrides, em fase de aparecimen-
to de cauda, foram submetidos ao glicerol 10% +
0,125M de sacarose e equilibrados em duas etapas,
5% e 10%, ficando 15 minutos em cada concentragéo.

Tratamento 4 - 50 embrides, em fase de aparecimen-
to de cauda foram submetidos ao DMSO 20% + 0,125M
de sacarose e equilibrados em cinco etapas, 4%, 8%,
11% + 0,125M de sacarose,.15% + 0,125M de
sacarose, ficando 15 minutos em cada concentragéo.
A retirada do crioprotetor foi feita nas concentragdes
15% + 0,125M sacarose e 8%, sendo embrides lava-
dos em agua corrente e observados por 2h30 minutos.

Tratamento 5 - 50 embrides, em fase de aparecimen-
to de cauda, foram submetidos ao DMSO 20% +
0,125M sacarose, sendo equilibrados nas concentra-
¢oes de 15% e 15% + 0,125M sacarose, ficando 15
minutos em cada concentragado. A retirada do
crioprotetor foi feita nas concentra¢des 20%, 15%, 11%
e 8%, ficando os embrides 5 minutos em cada con-
centragdo, lavados em agua corrente e observados por
2h30 min.

Tratamento 6 - 50 embrides, em fase de aparecimen-
to de cauda, foram submetidos ao DMSO 20% +
0,125 M sacarose, ficando 15 minutos nesta concen-
tracao. A retirada do crioprotetor foi feita nas solugdes |
20%, 15%, 11%, 8% e 4% de DMSO ficando os embri-
0es 5 minutos em cada uma, sendo lavados em agua
corrente e observados por 2 h 30 minutos.

Tratamento 7 - 50 embrides, em fase de aparecimen-
to de cauda, foram submetidos ao DMSO 20% + 0,125
M sacarose, ficando 15 minutos nesta concentragéo.
A retirada do crioprotetor foi feita em solugédo de
sacarose a 1,5M por 10 min., sendo os embrides lava-
dos em agua corrente e observados por 2h 30 minu-
tos.

Resultados e Discussoes

Pela observagéo dos resultados contidos na Tabe-
la 1 e na FIGURA 1, podemos notar que houve grande
mortalidade dos embribes, exceto nos tratamentos 7
e, principalmente no 2 onde apenas 15,4% dos embri-
0es morreram. Nenhum dos embrides sobreviveu aos
tratamentos contendo glicerol, sugerindo que este é
altamente téxico aos embrides de pacu.

Tabela 1 - Mortalidade de embrides de pacu submetidos a sete tratamentos com glicerol e DMSO dimetilsuféxido
em diferentes concentragdes, usados como crioprotetores associados ou ndo a sacarose

Tratamento  Numero de Fase do Numero de Mortalidade

embrides desenvolvimento sobreviventes (%)

1 65 pré-ecloséo 0 100

2 65 pré-eclosdo 55 15,4

3 50 . ap. cauda 0 ' 100

4 50 ap. cauda 23 _ 54

5 50 ap. cauda 9 82

6 50 ap. cauda 3 ‘ 94

7 .50 ap. cauda 33 34
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Figura 1 - Mortalidade de embrides de pact sumetidos a sete tratamentos com glicerol e DMSO em diferentes
concentragdes, usados como crioprotetores, associados ou ndo a sacarose.

Nossos resultados concordam com aqueles de
Zhang et al. (1989) e Chao et al. (1994) que encontra-
ram ser os estadios de desenvolvimento mais avan-
cados os mais resistentes ao tratamento de
criopreservacédo, e com o de Zhang et al. (1989) em
que o DMSO ¢ o crioprotetor de menor efeito téxico.
Quando testamos o efeito téxico do glicerol sobre
embrides de pacu, este foi toxico nos dois estadios de
desenvolvimento e nas duas concentracdes testadas
(15% e 10%), estando de acordo com os achados de
Zhang et al. (1989) para embrides de carpa comum
Cyprinus carpio. Mesmo quando adicionamos a
sacarose, esta ndo diminuiu a toxicidade do glicerol
10%, conforme citam Kasai et al. (1992). Porém
Whittingham e Rosenthal (1978) observaram que o
glicerol 1,5M ndo afetou o desenvolvimento embrio-
nario de Clupea harengus.

Apesar de Stoss e Donaldson (1983) concluirem
que o periodo de equilibrio é importante para reduzir
o efeito toxico do DMSO em embrides de truta e sal-
mao, em nosso experimento, se compararmos os tra-
tamentos 4, 5, 6 e 7, observamos que a colocagéao
dos embrides de pacu na concentragéo final de DMSO
ndo prejudicou o desenvolvimento embrionario, mes-
mo a 20% por 15 minutos. Em nosso estudo os embri-
des submetidos ao DMSO 15% (tratamento 2) apre-
sentaram alta taxa de sobrevivéncia. Isto sugere que
o0 mesmo tratamento no estadio de aparecimento de
cauda levaria a uma melhor sobrevivéncia. Como a
quantidade de trabalhos experimentais sobre o assunto
é limitada, o campo esta aberto para outras pesquisas
(Stoss, 1983).

Conclusoées
As que podemos tirar, nas condigbes em que fo-

ram realizados os experimentos, sédo:

e O glicerol é toxico-para embrides de pacu em fase
de pré-eclosdo e aparecimento de cauda enquanto
o DMSO se mostrou o crioprotetor de elei¢éo;

o 0s resultados do experimento 7 indicam que a colo-
cagdo dos embrides diretamente na concentragdo
final do DMSO n&o prejudicou o desenvolvimento
embrionéario;

e entre os tratamentos utilizados o tratamento 2 foi o
mais eficiente.

Abstract . .
Cryprotectant toxicity to pacu embryos Piaractus
mesopotamicus

Fish embryos Piaractus mesopotamicus were
submetted to seven treatments to test the toxicity of
two cryoprotectants: glicerol and dimethilfoxidy
(DMSO0), and its associations with sucrose, at 28°C.
There were no survival in treatments containing glicerol.
DMSO was the cryoprotectant hat show little toxicity
to the embryos. \

Key words: fish, cryopreservation, cryoprotectant,
embryos
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