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RESUMO

As técnicas de criopreservação e resfriamento de gametas e embriões têm 
atuado  como  importantes  ferramentas  na  preservação  de  diversas  espécies 
aquáticas, cuja necessidade de medidas que atendam suas condições específicas 
é crescente. Atualmente, diversos protocolos estão sendo testados na tentativa de 
elencar  a  melhor  forma de conservação de embriões de peixes teleósteos.  O 
transporte de material genético entre laboratórios e estabelecimentos contribuirá 
diretamente com as pesquisas, estabelecendo linhagens genéticas específicas e 
auxiliando na conservação de espécies. O Zebrafish (Danio rerio) é um modelo 
experimental muito utilizado, por ter transparência embrionária e facilitar análises 
e  estudos  por  observação ocular,  dando acesso  a  circulação e  transporte  de 
substâncias. O objetivo desse trabalho é otimizar um protocolo para resfriamento 
de  embriões  de  zebrafish  (Danio  rerio),  considerando  aspectos  como taxa de 
eclosão e comportamento larval, contribuindo com sua preservação, bem como o 
estudo do resfriamento em embriões de peixes e biotecnologias de transporte de 
embriões.  Utilizando  a  proporção  de  2  fêmeas  para  cada  macho  (2F:1M)  a 
reprodução  foi  induzida,  e  os  embriões  coletados.  Na  condição  de  50%  de 
Epibolia  (n=20)  era  feita  a  distribuição em três soluções (1M Metanol  + 0,1M 
Sacarose, PBS e Água de Incubação), e controle, contendo 40 ml por Falcon em 
três tempos de resfriamento (6,  12 e 24 horas),  posteriormente reaquecidos e 
incubados a 28,3°C ± 0,8 em Placas Petri com 25 mL de água de incubação para 
as análises até da abertura de boca, onde foram avaliadas taxas de batimento 
cardíaco, taxa de eclosão e retardo. Em 96 horas pós-fecundação, as larvas eram 
levadas  para  aquários,  para  análises  comportamentais,  sobrevivência  e 
deformidade, ficando nesta condição até o final do experimento em 15 dias pós-
fecundação. O tratamento 1M Metanol + 0,1M Sacarose alcançou 12 horas de 
resfriamento  com  as  mesmas  taxas  de  eclosão  que  o  controle.  Porém,  o 
tratamento  com  crioprotetor  também  revelou  um  aumento  considerável  no 
batimento cardíaco por minuto (bpm) dos embriões, o que reduziu o tempo de 
retardo  causado  pelo  resfriamento.  As  taxas  de  deformidade  e  sobrevivência 
também revelaram que 1M Metanol  + 0,1M Sacarose não possuem diferença 
estatística  com  o  controle  por  até  12  horas  de  resfriamento.  Os  embriões 
mantidos por 24 horas de resfriamento não suportaram.  O protocolo pode ser 
utilizado  como  peça  fundamental  para  comercialização/  compartilhamento  de 
linhagens genéticas  específicas  de Zebrafish,  por  até  12  horas,  auxiliando na 
pesquisa farmacológica e avanço da pesquisa científica. O trabalho realizado abre 
portas para estudos que podem ser realizados visando produzir novas tecnologias 
para o transporte econômico e viável de embriões de peixes.

Palavras-chave: Metanol. Embriões de Peixe. Crioprotetor. Transporte
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ABSTRACT

The techniques of  cryopreservation and cooling of  gametes and embryos 
have acted as important tools in the preservation of divers aquatic species, whose 
need for measures that meet their specific conditions is increasingly increasing.  
Currently, manifold protocols are being tested in an attempt to list the best way to 
conserve teleosseous fish embryos.  The transport  of  genetic  material  between 
laboratories and establishments will  contribute directly to research, establishing 
specific  genetic  lineages  and  assisting  in  the  conservation  of  species.  The 
Zebrafish  (Danio  rerio)  is  a  widely  used  experimental  model,  because  it  has 
embryonic transparency and facilitates analysis and studies by ocular observation, 
giving access to circulation and transport of substances. The objective of this work 
is to optimize a protocol for cooling zebrafish (Danio rerio) embryos, considering 
aspects such as hatching rate and larval behavior, contributing to its preservation, 
as well as the study of cooling in fish embryos and biotechnologies for embryos 
transport. Using the ratio of 2F:1M, reproduction was induced, and the embryos 
were  collected.  In  the  condition  of  50%  of  Epibolia  (n=20)  was  made  the 
distribution in three solutions (1M Methanol + 0.1M Sucrose, PBS and Incubation 
Water), and control, containing 40ml by Falcon in three cooling times (6, 12 and 24 
hours), later reheated and incubated at 28.3°C ± 0.8 in Petri dishes with 25mL of 
incubation water for the analyses until the mouth opening, where heartbeat rates, 
hatch rate and delay were evaluated. In 96 hours after fertilization, the larvae were 
taken to aquariums for behavioral analysis, survival and deformity, remaining in 
this condition until the end of the experiment in 15 days post-fertilization. The 1M 
Methanol + 0.1M Sucrose treatment achieved 12 hours of cooling with the same 
hatch rates as the control. However, the treatment with cryoprotector also revealed 
a considerable increase in the heart rate per minute (bpm) of the embryos, which 
ended up reducing the delay time caused by cooling. The deformity and survival 
rates  also  revealed  that  1M  Methanol  +  0.1M  Sucrose  have  no  statistical 
difference with the control for up to 12 hours of cooling. The embryos kept for 24 
hours of cooling did not endure. The protocol can be used as a fundamental piece 
for commercialization / sharing of specific genetic strains of Zebrafish, for up to 12 
hours,  assisting  in  pharmacological  research  and  advancement  of  scientific 
research. The work carried out opens the door to studies that can be carried out to 
produce new technologies for the economic and viable transport and embryos of 
fish.

Keywords: Metanol. Fish Embryos. Cryoprotectant. Transport
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1 INTRODUÇÃO

A degradação ambiental e a pesca excessiva têm diminuído as populações 

naturais  de  peixes e,  em função disso,  pesquisadores buscam desenvolver  e 

aperfeiçoar  técnicas  voltadas  à  conservação  dessas  espécies.  Entre  os 

teleósteos,  o Zebrafish (Danio rerio)  oferece um modelo único de vertebrados 

para estudos nas áreas de pesquisa como desenvolvimento de medicamentos, 

modelagem de doenças e outras explorações biológicas (Mushtaq et al., 2013). O 

pequeno porte, fácil manejo reprodutivo e hábito social, fazem dessa espécie um 

modelo experimental estabelecido no meio científico, em ensaios de toxicidade e 

monitoramento ambiental (Escaleira, 2017; Tian et al., 2019). O zebrafish (Danio 

rerio) é um modelo experimental muito utilizado, por ter transparência embrionária 

e facilitar análises e estudos por observação ocular, dando acesso a circulação e 

transporte  de  substâncias  (Fishman et  al,  2001;  Montheo  et  al.,  2020).  Além 

disso, a semelhança genômica com humanos confere a este modelo um papel 

importante  na  biomedicina  (Simonetti  et  al.,  2015)  tornando  extremamente 

importante a preservação das diversas linhagens mantidas em laboratórios no 

mundo todo, podendo também servir de base para desenvolvimento de estudos 

em outras espécies de peixes em situação de vulnerabilidade. 

Nessa vertente, técnicas de criopreservação e resfriamento de gametas e 

embriões  têm sido  usadas  como  importantes  ferramentas  na  preservação  de 

diversas espécies aquáticas. (Mara et al., 2013; Parnpai et al., 2016; Melo et al.,  

2018). Porém, as técnicas de criopreservação desenvolvidas até o momento não 

contemplam embriões de peixes, pois esses embriões apresentam características 

que dificultam a eficácia desse procedimento. Além disso  a alta sensibilidade dos 

embriões a baixas temperaturas, a presença de anexos embrionários complexos 

que dificultam o equilíbrio osmótico, o sub-desenvolvimento das vias metabólicas 

responsáveis  pela  proteção  aos  componentes  tóxicos  dos  crioprotetores,  a 

grande quantidade de gema e alto teor lipídico e presença de membrana com 

barreiras  impermeáveis  afetando  a  penetração  de  crioprotetores  também 

dificultam a obtenção de bons resultados de criopreservação (Liu  et al.,  1999; 



10

Zhang  et al.,  2003; Lahnsteiner,  2008; Faragó  et al.,  2017).  Estudos têm sido 

desenvolvidos na tentativa de contornar tais obstáculos, incluindo a remoção do 

córion, seleção de estágios embrionários mais avançados, uso de crioprotetores, 

remoção parcial da gema, e indução a anóxia (Lui et al., 1999; Zhang et al., 2003; 

Higaki  et  al.,  2013).  Assim  como  também  a  utilização  bem  sucedida  de 

nanopartículas de ouro para o reaquecimento com laser dos embriões, porém 

com tecnologias ainda onerosas de aplicação laboratorial (Kanaev et al., 2017).

A  técnica  de  resfriamento,  por  outro  lado,  é  amplamente  aplicada  em 

embriões de várias espécies de peixes (Zhang et al., 1993; Streit Jr. et al., 2007; 

Fornari  et al., 2014) uma vez que, ao contrário do congelamento, a temperatura 

não é crítica e assim não ocasiona a formação de cristais de gelo letais para as 

células. Além disso, os crioprotetores podem ser dispensáveis ou administrados 

em menores quantidades, reduzindo desse modo a mortalidade ocasionada pela 

toxicidade (Ahammad  et al.,  2003; Lahnsteiner, 2009). Atualmente, o transporte 

de embriões de peixes é feito na utilização de frascos de 250 ml contendo água 

do  tanque,  na  proporção  média  de  1,5  ml:  1  embrião  sem  a  utilização  de 

crioprotetores ou medidas de retardamento do desenvolvimento (Barton  et al., 

2020),  o  que  leva  a  danos  morfológicos  e  baixos  índices  de  sobrevivência 

gerados durante o transporte, sendo feito por curtos/ longos períodos (1-24h). 

Em relação ao uso do zebrafish para estudos de criopreservação, sabe-se 

que os estágios de desenvolvimento embrionário  mais avançados,  a partir  do 

período  de  segmentação  (Lahnsteiner  et  al.,  2009)  são  mais  indicados  para 

procedimentos de baixa temperatura nesses embriões (Zhang et al., 2003; Paes 

et  al.,  2017)  Entretanto,  informações  sobre  as  melhores  condições  de 

temperatura e período de armazenamento ainda são confusas e controversas na 

literatura  (Paes  et  al.,  2017),  evidenciando  a  necessidade  de  protocolos 

confiáveis e padronizados para essa espécie. Devido a sua alta sensibilidade ao 

frio,  características  também  apresentadas  por  algumas  espécies  nativas,  tais 

protocolos  podem  guiar  o  manejo  de  outras  espécies  nesse  processo. 

Atualmente, diversos protocolos estão sendo testados na tentativa de elencar a 

melhor forma de conservação de embriões de peixes teleósteos (Pereira et al., 

2015). O transporte de material genético entre laboratórios e estabelecimentos 
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contribuirá  diretamente  com as  pesquisas,  estabelecendo  linhagens  genéticas 

específicas e auxiliando na conservação de espécies (Digmayer et al., 2013).

Portanto,  o  objetivo  desse  trabalho  foi  otimizar  um  protocolo  para 

resfriamento de embriões de zebrafish (Danio rerio), considerando aspectos como 

taxa de eclosão, taxa de deformidade, frequência cardíaca e taxa de deformidade 

larval, contribuindo com sua preservação, bem como o estudo do resfriamento em 

embriões de peixes, colaborando para futuras biotecnologias para transporte de 

linhagens genéticas.

2 REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 A espécie em estudo

Também conhecido como peixe-zebra, paulistinha ou zebrafish, o  Danio 

rerio  é um peixe de água doce proveniente da Ásia, e amplamente utilizado nas 

pesquisas. É um animal de pequeno porte,  medindo aproximadamente 4 cm de 

comprimento ao atingir maturidade sexual, possui manejo e reprodução fáceis e 

bem conhecidos devido à popularidade da espécie no meio científico. Além dessas 

características,  apresentarem  hábito  social  e  genes  homólogos  aos  mamíferos 

(Gerlai et al., 2006).

A  espécie  tornou-se  um  modelo  experimental  consolidado,  mesmo  que 

ainda seja necessário aumentar o conhecimento e entendimento sobre o zebrafish, 

desenvolvem-se estudos voltados para humanos, tendo em vista a semelhança no 

genoma,  e  ainda  pelo  custo-benefício  em  comparação  com  outros  modelos 

(Maxmino et al., 2013; Simonetti et al., 2015). Neste cenário, embriões de zebrafish 

têm servido como objeto de estudo em importantes áreas, como por exemplo na 

investigação de impactos  negativos no ambiente aquático  (Cheng  et  al.,  2007), 

toxicidade  de  drogas  (Maxmino  et  al.,  2013)  e  de  matéria  orgânica  na  água 

(Holmberg  e  Holmgren,  2006;  Lin,  et  al.,  2007;  Lahnsteiner,  2008),  oxigênio 

dissolvido (Strecker, 2011), estudo da formação muscular (Escaleira, 2017). Além 

disso, muitos esforços estão sendo feitos para se estabelecer a criopreservação de 
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embriões de peixes, utilizando embriões de zebrafish (Zhang et al., 1995; Liu et al.,  

2001; Lahnsteiner, 2008). 

2.2 Desenvolvimento embrionário em peixes

O desenvolvimento embrionário em teleósteos se inicia com a fecundação 

do oócito  pelo espermatozoide,  e compreende todas as fases subsequentes de 

formação  do  embrião.  Essas  fases  são  classificadas  na  literatura  pela 

caracterização  morfológica  e  cronológica  de  eventos,  e  pode  variar  entre  as 

espécies.

Estudos voltados à embriologia permitem conhecer melhor a biologia das 

espécies  em  aspectos  morfológicos,  fisiológicos  e  comportamentais,  além  de 

auxiliar  no  esclarecimento  dos problemas que influenciam na mortalidade larval 

(Dos Anjos et al., 2006), pois é no ciclo embrionário que o animal apresenta maior 

vulnerabilidade a qualquer distúrbio abiótico (Andradde et al., 2014). Segundo Luz 

et  al.  (2018),  compreender  sobre  os  estágios  iniciais  de  vida  do  animal  é 

fundamental para se conhecer e compreender seu relógio biológico, possibilitando 

um controle de reprodução, além de possibilitar conhecer os anexos embrionários e 

sua atuação durante o desenvolvimento do embrião.

As principais fases do ciclo embrionário em peixes teleósteos encontradas 

na literatura são: zigoto, clivagem, blastulação, gastrulação segmentação, a qual 

pode  ser  dividida  em  outras  fases  (somitagem,  faríngea,  fases  primordiais),  e 

eclosão (Kimmel et al., 1995; Godinho et al.,2002; Arashiro et al., 2018).

 2.3 Fases do desenvolvimento embrionário do zebrafish (Danio rerio) 

O  desenvolvimento  embrionário  do  zebrafish  é  conhecido  do  meio 

acadêmico por diversos trabalhos (Kimmel et al., 1995; Strecker et al,. 2011; Ribas 

et al., 2014; Coutinho et al., 2018). O período de desenvolvimento em temperatura 
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de  28  °C,  encerra-se  em 72  h  após  a  fecundação,  apresentando  os  seguintes 

estágios:

Fase Zigoto

Ocorre imediatamente após a fertilização. O córion começa a se expandir e 

o  ovo  absorve  água  ocasionando  uma  separação  entre  córion  e  a  membrana 

vitelina, formando o espaço perivitelino. Esse espaço fornece proteção mecânica ao 

embrião, impedindo prováveis injúrias que podem ser causadas, por exemplo, pelas 

correntezas das águas. Também é a fase de formação do blastodisco, em que é 

possível observar a formação dos polos, animal e vegetal que irão se diferenciar 

nas próximas fases.

Fase Clivagem

Nessa fase, o polo animal, ou blastodisco, passa por sucessivas divisões 

mitóticas,  cada divisão é  denominada como uma clivagem.  A cada clivagem,  o 

número  de  células  é  duplicado,  e  cada  célula  é  denominada  de  blastômero, 

portanto,  o  número  de  blastômeros  que  forma  o  polo  animal  aumenta  em 

quantidade  e  diminui  em tamanho  a  cada  clivagem.  Normalmente  classifica-se 

como  fase  de  clivagem,  as  divisões  que  acorrem  até  o  blastodisco  atingir  64 

blastômeros, embora as divisões continuem.

Fase Blástula

Esta  fase  se  inicia  na  sexta  clivagem,  onde  o  número  de  células  é 

duplicado  nas  sequências  de  128,  256  e  512  blastômeros.  A  partir  de  128 

blastômeros,  o  arranjo  que  forma  sob  o  polo  vegetal  assemelha-se  com  uma 

amora, por essa razão muitos autores a classificam também como fase de mórula. 



14

O tecido formado até aqui, segue classificado como blastoderme. Normalmente a 

camada sincicial do vitelo começa a se formar nessa fase.

Fase Gástrula

Na gastrulação, as células do blastoderme iniciam o movimento da epibolia, 

avançando em direção à gema e evoluindo gradativamente. Aos 50% de epibolia é 

considerado  por  alguns  autores  como  a  garantia  da  fertilização,  é  quando  a 

blastoderme começa a envolver o vitelo e a se dobrar sobre si mesma dando início a 

diferenciação  de  tecidos  (ectoderma,  endoderma  e  mesoderma).  Ocorrem  em 

seguidas  etapas  de  75%  e  90%  de  epibolia,  quando  então  é  observado  o 

fechamento do blastóporo.

Fase de Segmentação

Nessa fase a diferenciação dos polos cefálico e caudal são mais evidentes, 

e o aparecimento dos somitos, vesículas e alguns órgãos externos e internos do 

embrião podem ser observados se em um desenvolvimento lento, com primeiros 

indícios de notocorda.

Fase Faríngea

O  nome  dessa  fase  é  característico  da  formação  dos  arcos  faríngeos 

primordiais, e compreende também eventos importantes como a rápida elevação da 

cabeça,  alongamento  caudal,  somitos  e  vesículas  mais  proeminentes  e  o 

aparecimento de lobos fontais e notocorda bem desenvolvida.

Eclosão



15

Nessa  fase  o  embrião  continua  crescendo,  intestino  e  demais  órgãos 

associados são bem desenvolvidos, nadadeiras peitorais, mandíbulas e brânquias 

são mais evidentes e logo ocorre a eclosão, evento em que o embrião rompe o 

córion  através  de  movimentos  vigorosos  e  incessantes,  sendo  então  a  larva 

liberada para o nado livre.

É importante ressaltar  que,  em algumas situações,  caso o embrião não 

tenha rompido o córion, mas a morfologia dessa fase foi alcançada e não houve 

eclosão em até três dias, mesmo dentro do córion já se considera início do período 

larval  (Kimmel  et  al.,1995).  Na  figura  abaixo  (fig.  1)  é  possível  observar  a 

organização morfológica de cada fase de desenvolvimento embrionário da espécie 

Danio rerio.

Figura 1. Representação da morfologia embrionária de Danio rerio. Fonte: BioRender 

(2020).
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2.4 Resfriamento de embriões de peixes
 A criopreservação  pode  ser  definida  como a  manutenção  de  produtos 

biológicos em temperaturas abaixo de zero, abaixo de -80°C e normalmente abaixo 

de -140°C. Essa tecnologia permite o armazenamento de longo prazo, uma vez que 

cessa a atividade celular. No entanto, na criopreservação ocorrem diferentes efeitos 

adversos as células, tais como a formação de cristais de gelo, os efeitos citotóxicos 

da solução crioprotetora e o choque osmótico (Mazur,  1984).  Por  outro lado,  o 

armazenamento hipotérmico geralmente inclui processos que mantêm as células 

em  temperaturas  acima  de  0  °C,  mas  abaixo  de  uma  faixa  de  temperatura 

normotérmica (36 a 37°C),  reduzindo o metabolismo celular  em vez de pará-lo 

totalmente.  Ou  seja,  o  resfriamento  retarda  a  atividade  celular,  tornando  o 

desenrolar dos eventos de formação embrionária mais lentos (Bart  et al., 2000). 

Essa biotecnologia pode ser utilizada com o intuito de sincronizar lotes de desovas 

distintas  permitindo  o  melhoramento  no  uso  de  sistemas  de  reprodução  em 

cativeiro, tanto para produtores com capacidade limitada, quanto para laboratórios 

de reprodução estabelecidos,  visto  que a prole  irá atingir  maturidade sexual  ao 

mesmo tempo (Ahammed et al., 2003).

A técnica de transplante de células germinativas primordiais (CGPs), por exemplo, 

precisa de sincronia nos estágios de desenvolvimento embrionário, e sabe-se que 

cada espécie possui tempo de desenvolvimento específico (Arashiro et al., 2018). O 

armazenamento no frio minimiza a sensibilidade ao estresse que pode ser causado 

ao se transportar embriões (Streit Jr.  et al.,  2007), logo, é uma biotecnologia que 

contribui com a transferência dos embriões entre laboratórios especializados, a fim 

de desenvolver estudos específicos.

2.4.1 Resfriamento de embriões de zebrafish

A formação de cristais de gelo dentro do embrião está entre os principais 

fatores  que  afetam  a  sobrevivência  e  integridade  dos  embriões  após 

procedimentos de baixas temperaturas, mesmo com o uso de crioprotetores (Bart 

et  al.,  2000).  Com  o  objetivo  de  superar  esses  desafios  do  resfriamento  de 

embriões de zebrafish, os autores testaram diferentes técnicas em temperaturas 
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entre 0°C – 14°C, Hagedorn e colaboradores (1997) testaram a retirada do córion 

do  embrião  antes  do  resfriamento,  com a hipótese  de que  poderia  facilitar  a 

entrada  do  crioprotetor,  mas  nenhuma  influência  foi  observada.  A  mesma 

situação foi relatada posteriormente por Liu et al., (1999), porém em outro estudo, 

buscando contornar o obstáculo da alta sensibilidade térmica do embrião devido 

ao alto teor de lipídios, autores sugeriram a remoção parcial do vitelo antes do 

resfriamento dos embriões de zebrafish, porém houve alta taxa de deformidade 

em embriões a  partir  de  50% de epibolia,  relatando por  Liu  et  al.,  2001.  Os 

autores complementam ainda que a lesão por frio em embriões de 64 células 

parece ser uma consequência do tempo de exposição a baixas temperaturas (0 

°C), enfatizando que além do estágio de desenvolvimento do embrião, também é 

necessário observar o período mais adequado de armazenamento. Embriões, no 

estágio de “somitagem” (5 somitos),  incubados em água e solução salina em 

temperatura  de 8  °C por  30  h  apresentaram viabilidade de 50% como relata 

Lahnsteiner et al., 2009.

Um  estudo,  na  tentativa  de  aumentar  a  viabilidade  embrionária  após 

resfriamento a 0 °C, induziram embriões à anoxia com a hipótese de que a falta 

de  oxigenação  poderia  diminuir  atividades  metabólicas  antes  do  resfriamento 

tornando  o  embrião  menos  sensível  ao  frio  (Zhang  et  al.,  2003).  Os  autores 

compararam este efeito com o uso do metanol como crioprotetor, e os resultados 

mostraram 95% de sobrevivência larval nos grupos tratados com metanol (1M),  

se equiparando ao controle (não resfriados). No entanto na avaliação dos efeitos 

da inibição da oxigenação, não houve diferença significativa na tolerância e as 

taxas de eclosão (Tabela 1).
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PA

Trabalho Objetivo Principais Resultados Solução Tempo Estágio

Zhang et al., 1995

Avaliar os estágios mais 
sensíveis ao resfriamento 
e  os  efeitos 
crioprotetores  na 
sensibilidade ao frio.

 - A concentração de 1M de metanol, quando 
suplementado  com  sacarose  (0,1  M),  foi  a 
melhor para a sobrevivência dos embriões;

- A presença de sacarose ou trealose 
aumentou ligeiramente a tolerância ao 
resfriamento dos embriões;

- Maior taxa de mortalidade em concentração 
de 5M de metanol e menor taxa a 1M;

Metanol+  sacarose 
ou trealose

0° C

1, 8, 24, 48h

-50% epibolia

-6 somitos

-26 somitos

Hagedorn et al., 1997

Avaliar os estágios mais 
sensíveis a baixas 
temperaturas, e a 
retirada do córion na 
influência da 
permeabilidade de 
crioprotetores.

- Embriões em estágios mais avançados 
foram mais respectivamente mais 
resistentes ao frio;

- A remoção do córion não alterou o padrão de 
sensibilidade ao frio em nenhuma fase;

1,5dimetilsulfóxido 
2,0 M 
propilenoglicol

2,0 M metanol+ 
solução de Hanks

0° C
-64 células,

-50, 75 e 100%

de epibolia

       -3 somitos



 
PA

Lui, et al., 1999

Investigar o efeito da 
remoção parcial do vitelo 
na sensibilidade a baixas 
temperaturas, em 
diferentes estágios de 
desenvolvimento 
embrionário do zebrafish.

- Embriões mais desenvolvidos (de 27 até 
49 h) tiveram maior taxa de sobrevivência, 
enquanto  até  26  somitos  (24  h)  tiveram 
menor taxa.

- Os resultados indicam que a remoção parcial 
da gema aumentou a tolerância de embriões 
para resfriamento;

Solução de Hank 6 e 24 h a 0° C - 26 somitos

Lui et al., 2000

Investigar o efeito da 
taxa de resfriamento e da 
remoção parcial da gema 
no dano por frio em 
embriões de zebrafish.

- Os embriões de 50% de epibolia com 
redução de gema mostraram maior 
sobrevivência que os embriões do controle 
após resfriamento, entretanto, com alta taxa 
de deformidade.

Solução de Hank 0° a 5° C de 10 
a 30 min

-64 células,

-50% de epibolia

-6-somito



 
PA

Zhang et al., 2002

Comparar o efeito de 
metanol e de anóxia na 
viabilidade do embrião 
resfriado, e observar se o 
estágio de mais indicado 
para resfriamento.

- Efeito do metanol:

-A  adição  de  1  M  de  metanol  no  meio 
embrionário  aumentou  a  taxa  de 
sobrevivência  do  embrião  dos  embriões  a 
partir de 50% de epibolia;

-  A  taxa  de  sobrevivência  do  grupo 
tratado  com  metanol  foi  de  95%, 
parecido  com  o  grupo  não  resfriado 
(controle);

- Nenhum embrião do grupo resfriado sem 
Metanol sobreviveu;

Efeito da anóxia

  A anóxia não influenciou na viabilidade dos 
embriões;

Metanol + solução de 
Hank

-64 células:

10-30 min, a 
0° C

Demais 
estágios= 1h a -
5° C

-64 células,

-50% Epibolia,

-6-somitos

-  Água: 50% dos embriões no estágio de Solução salina

64 células



 
PA

Lahnsteiner et al., 2009

Avaliar tempo e 
temperatura de 
armazenamento viável 
para os embriões, e se 
soluções salinas são 
superiores à água como 
meio de armazenamento.

somitos sobreviveram a um período de 
resfriamento de 28 h, e 50% dos embriões 
do estágio prim-5 passam por um período 
de resfriamento de 41 h.-Solução salina: 
5 somitos tiveram sobrevivência de 50%; 
embriões em estágio prim-5, taxa de 
sobrevivência

de 50% após 46 h;

12, 24, 30, 
36, 42, 48,

54 horas a 8° C

- 50% epibolia

- 5 somitos

Lin et al., 2009

Determinar o efeito do 
congelamento na 
expressão de genes em 
embriões de zebrafish.

- As baixas temperaturas interromperam 
o padrão normal (comparando com o 
grupo controle) de expressão gênica dos 
embriões; os genes envolvidos podem 
estar relacionados com proteínas 
responsáveis por fatores cruciais no 
desenvolvimento;

- 2 M de 
metanol + 0,2 
M de sacarose

+ PBS

Resfriados a 1° 
C por 24h

50% Epibolia e

100% Epibolia

Observar se após o 
resfriamento com 
diferentes concentrações 
de metanol, haveria dano 

-  Nos embriões tratados com metanol, não 
houve nenhuma diferença significativa no 
número de cópias de mtDNA ao longo das 3 
primeiras horas, embora os números tenham 

Metanol+ solução de 
Hanks, 
concentrações M1 
M2, M3 e M4

1° C por 30 min 
a 1 h

50% Epibolia 

100% Epibolia



 
PA

Spiking et al., 2010

ou deficiência na 
replicação de DNA 
mitocondrial.

aumentado entre 3 e 24 h em todas as 
concentrações, exceto na concentração de 3 
M;

Desai et al., 2010

Avaliar a expressão 
genes em embriões de 
zebrafish após exposição 
a 0 C por diferentes 
tempos.

- A PCR em tempo real mostrou que a 
expressão de genes foi 
significativamente diminuída em 3 horas 
de resfriamento, em comparação com 30 
min;

- Estágio de 100% de Epibolia foi mais 
resistente ao frio, que os estágios anteriores;

-
0° C, 30 min,

1, 2 e 3 horas

50% epibolia

75% epibolia

100% -Epibolia

Desai et al., 2011

Investigar os papéis 
potenciais dos genes 
hsp47 e hsp90 em 
condições de estresse.

- Aumento significativo na expressão gênica 
após o procedimento de resfriamento, em 
relação ao grupo não resfriado (controle);

-

0° C por 30 min 
e 60 min

50% Epibolia



 
PA

Desai et al., 2015

Descobrir o 
período de 
armazenamento 
e resfriamento 
ideal

(período de transporte 
comumente usados) 
usando MeOH como 
crioprotetor.

- Os genes sox tiveram sua 
expressão significativamente 
aumentadas nos embriões resfriado, 
em comparação com controles não 
resfriados;

- O nível de diminuição da expressão gênica 
foi menos afetado à medida que as 
concentrações de Metanol aumentaram;

Metanol

0,2, 0,5 e 1 M

+60 l g / mL de 
sal marinho em

água destilada

0° C

3, 6, 18 e 24h

50% Epibolia

Monitorar o 
desenvolvimento de 
embriões resfriados de 
Danio rerio em 
incubação, crescimento e 

- Algumas anormalidades foram 
observadas apenas nas larvas do 
tratamento de 18 h.

- O período de armazenamento influenciou 
no tamanho, índice de deformidade, e 

1 M de metanol + 
Sacarose 0,1 M,

0 ± 2 °C

6 e 18 horas

50% Epibolia



 
PA

Paes et al., 2017

maturação sexual. sobrevivência a longo prazo com baixa 
para 18h.

- Ao atingir a fase adulta, o grupo resfriado 
apresentou deficiência na maturação gonadal.
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Em  trabalhos  como  Faragó  et  al.,  2017,  onde  foi  investigado  se  o 

condicionamento  prévio  do  blastômero  em  tratamento  de  pressão hidrostática 

(PTAT)  melhora a tolerância ao frio (em 0° ± 0,3) de embriões de zebrafish em 

termos de sobrevivência pós-eclosão. Obtiveram ótimos resultados com taxas de 

sobrevivência consideravelmente superiores às do grupo controle (37,6 ± 3,4% 

dos embriões eclodiram no grupo resfriado com PTAT, em comparação com 23,0 

± 3,8% para o grupo resfriado de controle). Ao final do experimento 30dpf foram 

alcançadas  taxas  superiores  a  60%  de  sobrevivência  larval.  Entretanto,  os 

autores  enfatizam que,  diante  das dificuldades enfrentadas,  a  maior  tem sido 

otimizar  o  período  de  exposição  ao  frio,  e  a  temperatura  ideal  para 

armazenamento de embriões de zebrafish. Um ponto importante a se considerar 

no  atual  cenário  do  resfriamento  de  embriões  de  zebrafish,  é  que  a  grande 

maioria dos estudos trazem resultados de aspectos imediatos à eclosão, como a 

taxa de sobrevivência larval, deformidades ou crescimento larval (além da taxa de 

eclosão), e pouco se explora sobre a viabilidade reprodutiva desses animais.

 Uma exceção nesse cenário é o estudo de Paes et al., (2017) que avaliou 

os parâmetros  usuais  do embrião,  e  a maturação sexual  quando adultos.  Os 

autores  relatam  que  embriões  resfriados  a  0  °C  por  6  e  18  horas,  não 

apresentaram eficiência  na  maturação  gonadal  ao  atingir  a  fase  (5~6  meses 

segundo Kimmel et al., 1995). Considerando a importância da reprodução para a 

existência e perpetuação das espécies é importante agregar avaliações desse 

caráter ao se estudar sobre viabilidade embrionária e técnicas de preservação, 

sobretudo, em espécies de grande valor científico, como é o caso do Danio rerio.

2.4.2 Características que dificultam o resfriamento de embriões de zebrafish

De acordo com Liu et al., (1999), e corroborado por Spiking et al. Desai et 

al.,  (2015)  e Paes  et  al.,  (2017),  as principais  características que impedem o 

sucesso na criopreservação e no resfriamento de embriões do zebrafish são:

a) O tamanho grande do vitelo e a espessura viscosa do seu conteúdo;

b) O grande tamanho do embrião considerando a expansão do córion e o 
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tamanho menor do embrião na parte interna, retardando o fluxo de água e 

crioprotetor;

c) A natureza dos complexos compartimentos: a blastoderme e vitelo, com 

diferentes  propriedades  osmóticas,  causando  estresse  por  níveis  de 

concentração;

d) Alta sensibilidade do embrião ao frio;

e) Barreiras impermeáveis para os crioprotetores resultando em crioprotetor 

insuficiente ou tóxico uma vez que a quantidade no compartimento interior 

se torna estimada;

f) O conteúdo lipídico no citoplasma das células embrionárias, que se tornam 

cada vez maiores com o desenvolvimento, e estão associadas à redução 

da tolerância ao frio.

2.5 Danos causados por baixas temperaturas

Estudos  relataram  que  baixas  temperaturas  interromperam  o  padrão 

normal de expressão gênica dos embriões de peixes (Desai et al 2010; Desai et 

al.,  2011).  Os  genes  envolvidos  podem  estar  relacionados  com  proteínas 

responsáveis  por  fatores  cruciais  no  desenvolvimento,  como  crescimento, 

capacidade  motora  e  desenvolvimento  de  órgãos  primitivos  (Lin  et  al.,  2009; 

Desai et al 2010; Desai et al., 2011).

Os  danos  causados  por  baixas  temperaturas  também incluem também 

deformidades morfológicas como anormalidades na cauda e edema pericárdico, 

insuficiência neural ou muscular que impossibilita o embrião de romper o córion 

ou nadar, o que causa muitas vezes baixa taxa de eclosão, e outras vezes a taxa 

de eclosão não corresponde a taxa de sobrevivência larval, pois os indivíduos 

eclodem, mas não sobrevivem (Faragó et al., 2017).

Anormalidades celulares e teciduais foram observados em larvas tratadas 

com diferentes concentrações de metanol (M1 M2, M3 e M4), sobretudo maiores 

índices de danos foram apresentados por embriões expostos a concentrações 

mais altas (3M) (Spiking et al., 2010).
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2.6 Crioprotetores  

Agentes crioprotetores, são usados para manter a viabilidade de tecidos ou 

organismos submetidos criopreservação, ou a temperaturas críticas. Sua função 

é impedir a formação de cristais de gelo (Best, 2015).

Quando se refere ao princípio da criopreservação de embriões, não há 

diferença entre criopreservação de embriões de peixes e mamíferos. No entanto, 

embriões de peixe apresentam vitelo têm uma membrana muito dura e espessa 

em comparação com as outras células, ademais existem dificuldades não apenas 

para  a  transferência  de  calor  durante  resfriamento,  mas  também  para  a 

penetração dos crioprotetores (Suzuki et al., 1995).

Apesar disso, o uso de crioprotetores é recomendando com a finalidade de 

proteger  o  embrião  de  peixe  (Bart,  2000),  porém,  o  alto  nível  de  toxicidade 

apresentado  por  essas  soluções  é  um  fator  desafiador,  devido  a  afetar 

diretamente a integridade do embrião. Os crioprotetores são divididos em dois 

grupos: permeáveis, como por exemplo metanol, DMSO, glicerol e etilenoglicol, e 

impermeáveis, como a glicose, sacarose e trealose (Connolly et al., 2017).

O Metanol  é  considerado pela maioria  dos autores como o crioprotetor 

mais  eficiente  no  resfriamento  de  embriões  de  peixes,  e  por  essa  razão 

pesquisadores têm se concentrado em compreender sobre sua toxicidade e os 

níveis de concentrações que não apresentem danos aos embriões (Zhang e t al.,  

2003;  Spiking  et  al.,  2010;  Desai  et  al.,  2011;  Paes  et  al.,  2017).  Segundo 

Connolly  et  al.,  (2017)  altas  concentrações  de  metanol  (3  M)  são  nocivas  e 

influenciam na viabilidade causando até mesmo necrose nos tecidos do embrião. 

Geralmente, em fases mais desenvolvidas (acima de 50% de epibolia) o embrião 

suporta  mais  a  toxidade  dos  crioprotetores  (Zhang  et  al.,  1995;  Bart,  2000). 

Entretanto,  a  toxicidade varia  não só  conforme a  concentração,  mas também 

conforme a espécie, o tempo e a temperatura de exposição (Zhang et al., 1995; 

Spiking et al., 2010).
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Para produção do meio de resfriamento, o crioprotetor é diluído, com o 

objetivo de diminuir a sua concentração, e assim, evitar a entrada muito rápida de 

água na célula e os possíveis picos de estresse osmótico. A diluição pode ser  

feita em solventes como água destilada, solução de Hanks, solução salina 0,9% e 

tampão  fosfato-salino  (PBS)  (Hagedorn  et  al.,  1997;  Zhang  et  al.,  2002; 

Lahnsteiner, 2009; Lin et al., 2009; Spiking et al., 2010; Desai et al., 2015).

O PBS (Tampão fosfato-salino) é uma solução tampão rica em nutrientes e 

por essa razão, amplamente utilizado de forma precursora para o transporte de 

embriões de ovelhas (Smith  et al.,  1994), vacas (Niemann, 1991), camundongos 

(Nureddin  et  al.,  1990),  porcas (Weber  et  al.,  1994) e coelhos (Smorag  et  al.,  

1989).

3 MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Local de Experimentação e Obtenção das Matrizes
 

O presente estudo foi conduzido no laboratório AQUAM em acordo com o 

Conselho  Nacional  de  Controle  e  Experimentação  Animal  –  CONCEA,  sendo 

aprovado pelo  Comitê  de  Ética da Universidade Federal  do Rio Grande do Sul. 

Projeto N° 43876.  Foram utilizadas 12 matrizes de zebrafish (Danio rerio), sendo 8 

fêmeas  e  4  machos,  obtidos  a  partir  de  fornecedor  especializado  (DELPHIS 

AQUARIOS  ATACADO  E  VAREJO  LTDA,  Porto  Alegre,  RS,  CNPJ: 

00.187.830/0001-70) e mantidos dentro das dependências do Laboratório AQUAM 

durante  o  desenvolvimento  do  estudo.  Os  animais  foram separados  por  sexo  e 

aclimatados em aquários de vidro (50Cx25Lx40A – 40 Litros – Vidro: 4mm), onde 

receberam alimentação regular com ração extrusada e incrementada com náupilo de 

artêmia salina. A temperatura foi monitorada em 28,3°C ± 0,8 e a umidade em 49 

g/m³ ± 3,78, sob fotoperíodo de 14h Light/ 10h Dark e os parâmetros físico-químicos 

da água monitorados utilizando testes específicos para pH (7,5 ppm), Amônia (0,0 

ppm),  Nitrito  (0,0ppm),  Dureza  (Muito  Branda)  e  Oxigênio  Dissolvido  (8,0  ppm) 



30

(LabconTest®).  A  reprodução  das  matrizes  começou  a  ser  induzida  após  a 

aclimatação ao ambiente e manejos diários.

3.2 Resumo do Delineamento Experimental

Com  fornecedor  legalizado  foram  obtidas  12  matrizes  (8  Fêmeas  e  4 

Machos)  e  aclimatadas nas dependências  do  AQUAM em biotério  climatizado  à 

28°C ± 0,8 – os animais foram divididos em aquários por sexo, onde receberam 

ração extrusada (50% proteína), suplementada com náupilos de artêmia salina,  ad 

libitum. A reprodução dos animais ocorreu através do uso de aquários específicos 

para função, na disposição de 2 fêmeas para 1 macho, separados durante o período 

noturno através de divisórias, as quais eram removidas ao ligar das luzes artificiais.  

Após 30 minutos, os oócitos aparentemente fecundados eram recolhidos (N= 240) e 

passados para placas Petri com 25mL de água de incubação e mantidos dentro do 

biotério.  Após aproximadamente  5,3hpf  os  embriões com 50% de Epibolia  eram 

transferidos  para  os  tratamentos  dentro  do  prazo  de  20  minutos,  visando  a 

manutenção  no  desenvolvimento  embrionário  proposto.  Assim,  através  de  um 

delineamento inteiramente casualizado e com esquema fatorial 3x3 (3 soluções de 

resfriamento – PBS; 1M Metanol + 0,1M Sacarose; Água de Incubação x 3 tempos 

de resfriamento – 6h, 12h e 24h) os embriões eram divididos em 9 tubos Falcon  

contendo  40mL  de  solução  (n=20),  colocados  dentro  de  um  isopor  adaptado  e 

alocado  dentro  de  um refrigerador  em 4°  ±  1.  Enquanto  o  tratamento  controle, 

composto por água de incubação, em 50% de Epibolia era transferido dos tubos 

Falcon para placas Petri  com 25mL de água de incubação e alocados dentro do 

biotério  até  o momento da eclosão.  Na medida em que os  embriões saíram do 

resfriamento, foram reaquecidos em banho maria (22° - 15 minutos) e o tratamento 

contendo crioprotetor passou por processo de remoção do metanol e reidratação. 

Assim, os tratamentos eram suspensos em água de incubação com auxílio de pipeta 

de  Pauster  em  placas  Petri  e  observados  em  microscópio  óptico  (Zoom  40x  – 

Eclipse Si), anotando sobrevivência parcial e desenvolvimento embrionário, Com os 

tratamentos identificados e etiquetados com o tempo de resfriamento, os embriões 
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foram colocados em incubação no biotério (28°C ± 0,8) em placas Petri contendo 

25mL de água de incubação até o momento da eclosão. Em 72hpf foram coletados 

dados da frequência cardíaca larval, e em 96hpf (tempo limite para eclosão) foram 

contabilizados e transferidos para aquários tipo “betteira” (2,1L – Alimentação 3X 

dia: Paramecium Sp./  Ad libitum). Quando ocorreu o término dos 15dpf, as larvas 

eram  contabilizadas  para  coleta  de  dados  como  taxa  de  deformidade  e 
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sobrevivência, sendo eutanasiados com proporção correta de tricaína. Na figura 02, 

logo abaixo, podemos observar o delineamento experimental de forma ilustrada. 

Figura 2 – Fluxograma do delineamento experimental. A coloração azul representa 

1M Metanol + 0,1M Sacarose, a vermelha representa PBS (tampão fosfato-salino), a verde 

representa Água de Incubação, e o controle é representado pela cor cinza. Fonte: Elaborado 

por 

Fabris, 2023.
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3.2.1 Reprodução

As matrizes foram selecionadas e dispostas de forma aleatória na proporção 

de  2  fêmeas:1  macho  em  cada  câmara  de  reprodução,  totalizando  4  câmaras 

montadas por repetição. O macho ficava separado das fêmeas dentro da câmara 

através  de  divisória,  onde  passavam  a  noite  juntos  na  espera  da  remoção  da 

divisória assim que as luzes artificiais ligassem. Após a espera de 30 minutos, os 

embriões provenientes das quatro câmaras reprodutivas, que foram considerados 

fecundados, eram coletados com auxílio de uma pipeta de Pasteur e colocados em 

uma  placa  Petri  contendo  25  mL  de  água  de  incubação  formando  um pool  de 

embriões, e colocados a 28,3°C  ± 0,8  até o momento que alcançassem 50% de 

Epibolia,  que  segundo  Kimmel  et  al,  1995  acontece  em perto  de  5,3  h  após  a 

fecundação. Durante o experimento, o estágio de desenvolvimento embrionário de 

50%  de  Epibolia  foi  alcançado  variando  em  média  30  minutos  em  relação  ao 

trabalho de Kimmel et al., 1995. 

3.2.2 Cálculo Amostral

O cálculo amostral  foi  feito com base no trabalho de Charan e Kantharia 

(2013), utilizando o software G*Power. O número total de amostras foi baseado no 

cálculo  amostral  e  em  estudos  anteriormente  publicados  com  metodologias 

semelhantes (LIU, 1999; Lahnsteiner 2011). O delineamento experimental consiste 

em três soluções de resfriamento e três tempos de resfriamento (3X3) e o controle. 

Dentro de cada repetição, na disposição entre o tempo de resfriamento e tratamento, 

20 embriões por tubo Falcon.  
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3.2.3 Desenvolvimento Embrionário

Quando  os  embriões  entraram  no  estágio  de  50%  de  Epibolia,  a 

manipulação  ocorreu  dentro  de  20  minutos  para  que  não  ocorresse  o  seu 

desenvolvimento.  Os tubos Falcon foram preenchidos com 40 mL de solução em 

temperatura ambiente (24 °C ± 1,62) e mantidos em um isopor adaptado com furos 

para suporte interno a geladeira, também servindo como isolante térmico extra para 

reduzir variações internas da geladeira (4°C ± 1). As soluções dos tratamentos foram 

mantidas á 24 °C ± 1,62 (Temperatura Ambiente; Umidade Relativa: 55 g/m³ ± 6,74) 

durante  o  manejo  do  experimento,  enquanto  os  embriões  em  50%  de  epibolia 

aguardavam a equalização de temperatura com o ambiente para a distribuição nos 

tubos Falcon. No momento de 50% de Epibolia foram separados 20 embriões por 

tubo  Falcon,  totalizando  9  tubos  (1M  Metanol  +  0,1M  Sacarose  (pH  6,9  – 

Osmolalidade  1134,33mOsm/kg)  ,  PBS  (pH  7,2  –  267,66  mOsm/kg e  Água  de 

Incubação,  proveniente  do  tratamento  municipal  de  Porto  Alegre  e  condicionada 

para  tamponamento  de pH e  substrato  bacteriano para  tratamento  de amônia  e 

nitrito  (pH  7,5  –  1,67  mOsm/kg))  ,  dispostos  em 6,  12  e  24h  de  resfriamento), 

adicionados no suporte de isopor e levados ao resfriamento (4°C ± 1) ao mesmo 

tempo. O controle, continha água de incubação, sendo distribuídos 60 embriões em 

3 Falcons com 40ml de agua de incubação era separado do pool de embriões e 

colocado em placa Petri com 25mL de Água de Incubação à 28,3°C ± 0,8, com 20 

embriões/ placa.

3.2.4 Reaquecimento e Análise

Após  resfriamento,  os  tubos  foram  colocados  em  banho-maria  em 

temperatura  ambiente  (24  °C  ±  1,62)  por  15  min  para  aquecer.  Após  o 

aquecimento os embriões foram transferidos para Placas Petri contendo água de 

incubação  em temperatura  ambiente  e  aquecidos  a  28°C.  O  tratamento  1  M 

metanol + 0,1 M sacarose passou pela reidratação para remoção do crioprotetor, 

de acordo com o protocolo estabelecido por Paes et al., (2017). Remove-se 10% 

da  solução  do  tubo  Falcon  e  adiciona-se  a  mesma  proporção  de  água  de 
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incubação e aguarda-se 10 minutos,  assim repete-se o processo aumentando 

para uma alíquota de retirada de 30%; retirada de 60% e de 85%, ao final os 

embriões recebem 3 lavagens completas. Após o processo de reaquecimento, os 

tratamentos foram transferidos para Placas petri identificadas com 25mL de água 

de incubação e levados a temperatura de 28,3°C ± 0,8.

Após  o  tempo  6h  sair  do  resfriamento  e  passar  pelo  processo  de 

reaquecimento, o controle e os tratamentos passavam por análise em microscopia 

óptica  com  aumento  de  40X  (Nikon  Eclipse  Si),  anotava-se  o  desenvolvimento 

embrionário para cálculo de retardo causado pelo resfriamento. Assim, nos tempos 

12h e 24h repetia-se o processo para averiguação do desenvolvimento após retirada 

do resfriamento e reaquecimento. Durante as observações foram removidos ovos 

gorados para não ocorrer quimio-sinalização celular. 

3.3 Taxa de Eclosão e Batimento Cardíaco por Minuto 

Após 72h de desenvolvimento embrionário analisou-se o batimento cardíaco, 

pois os animais ainda não estavam de forma nadante livre – não afetando as taxas 

com alterações sobre esforço de nado, através do uso de microscopia óptica com 

aumento de 40X (Nikon Eclipse Si). Fazendo uso de um contador de células e um 

cronômetro  marcando  15  segundos,  podemos  obter  a  média  de  batimentos  do 

tratamento,  através da multiplicação por  4  obtemos o batimento  por  minuto,  em 

adaptação de Hoage et  al,  2012.  Foi  repetido o processo por  placa,  através de 

seleção aleatória, com 10 embriões. O cálculo da taxa de eclosão, forma  in vivo, 

com auxílio de estereoscópio seguiu a fórmula: 

E%= ¿
Te
X 100

E% = Taxa de eclosão (%)

Le = Larvas Eclodidas

Te = Total de Embriões Resfriados
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Após aguardar 96h, para eclosão total dos embriões (Kimmet et al, 1995), os 

animais foram passados para aquários (15Cx10Lx14A – 2,1 Litros) sendo mantidos 

separados com tempo e tratamento identificados, iniciando-se o processo de oferta 

de paramecium para alimentação dos animais, e seguiram para até o momento das 

análises do cálculo de deformidade.

3.4 Taxa de Deformidade e Sobrevivência Larval

A taxa de deformidade, forma  in vivo,  foi calculada 15 dpf com auxílio de 

estereoscópio através da fórmula:

D%=Ld¿ X100

D% = Larvas Deformadas

Ld = Larcas deformadas

Le = Larvas Eclodidas

            Logo após o término da estimativa das taxas de deformidade, foram 

coletados dados para as taxas de sobrevivência larval por tratamento dentro dos 

tempos. A taxa é calculada com a subtração do total  de embriões expostos ao 

resfriamento menos o total restante após 15 dias pós-fecundação.

4 ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os dados foram testados quanto à normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e 

quanto à homogeneidade pelo teste de Levene. Quando os dados eram normais, os 

tratamentos foram comparados usando análise de variância duas vias considerando 

o efeito do tempo de resfriamento e a interação entre os três fatores (soluções). A 

taxa de eclosão foi analisada ao longo do tempo usando o teste Two-Way ANOVA 

seguindo o  teste  de Tukey para  questionar  quais  médias  realmente  diferem.  Os 

dados com distribuição normal são apresentados como média ± desvio padrão.
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Para as demais análises com distribuição não paramétrica, o teste de Kruskal 

- Wallis foi  usado seguido do teste múltiplo comparação de médias Dunn, pois o 

teste de K-W permite rejeitar H0. Os dados não paramétricos são apresentados em 

gráficos boxplot com mediana e valores máximos-mínimos. A significância estatística 

foi atribuída a um valor de P≤ 0,05 para todos os testes. O software utilizado para 

análises  estatísticas  foi  o  RStudio® e  para  confecção  dos  gráficos  utilizamos o 

GraphPad Prism 9®.

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 Taxa de Eclosão

Após o término das 96 hpf a taxa de eclosão demonstrou que a solução de 

1M Metanol + 0,1M Sacarose (69% ± 14,63) apresentou maior capacidade para 

garantir  a  manutenção  dos  embriões  após  12  h,  durante  o  processo  de 

resfriamento  à  4°C  ±  1,  em  comparação  ao  PBS(31,5% ±   8,5)e  a  Água  de 

Incubação (33,25% ± 6,23)  (Figura 3).

Figura 03. Taxa de Eclosão.
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Fonte: Elaborado por Fabris, 2023.

Figura  03. Taxa  de  eclosão  de  larvas  de  Danio  rerio  resfriados  por  24  horas  em três 
soluções e controle. Letras minúsculas distintas (ab) indicam diferenças estatísticas (p < 
0,05). Anova one-way F (6,21) = 20,33 (p = 0,0001). Teste múltiplo comparação de médias 
Tukey.

 * o tratamento 24h não apresentou eclosão 

Embora o tratamento com PBS demonstre conservar os embriões após 6 h 

de resfriamento  (76,5% ± 8,5),  com resultados semelhantes  ao grupo controle 

91,5% ± 6,24, observamos que após 12 h de resfriamento ocorreu uma diminuição 

na taxa de eclosão. Observou-se que um meio salino, como o PBS, não é o mais 

indicado  para  longos  períodos  de  resfriamento.  O  PBS  até  pode  ser  útil  em 

pequenas  distâncias  de  transporte  dos  embriões,  considerando  que  a  uma 

alternativa seria o uso do metanol, que é um crioprotetor de alta permeabilidade e 

toxicidade  aos  embriões  (Rocha  et  al.,  2018).  No  trabalho  desenvolvido  por 

Lahnsteiner et al., 2009, as soluções salinas tamponadas testadas resultaram em 

uma boa relação de tempo de manutenção e taxa de eclosão, podendo chegar até 

mesmo 30 horas de resfriamento. Porém, os resultados obtidos demostram que 

soluções salinas preservaram melhor os embriões em estágio de desenvolvimento 

mais avançado. Os embriões com 50% de epibolia submetidos à solução salina 

tamponada  (PBS)  não  suportaram o estresse  osmótico,  por  consequência  dos 

tecidos  menos  desenvolvidos  e  alta  permeabilidade  do  córion  nesta  fase  do 

desenvolvimento (Zhang et al., 1997).

5.2 Taxa de Batimento Cardíaco por Minuto (BPM)

A  taxa  de  batimento  cardíaco  mostra-nos  que  o  tratamento  contento 

metanol acelerou o batimento cardíaco dos embriões tanto em 6h de resfriamento 

(193,5% ± 9,21), quanto 12 horas de resfriamento (190,2% ± 2,73), enquanto os 

demais tratamentos não apresentaram diferença estatística demonstrando a faixa 

espectral de naturalidade do animal. Quando expomos os embriões de zebrafish a 

concentrações  baixas  de  criprotetor  por  períodos  mais  curtos  de  tempo  a 
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toxicidade  e  teratogenias  resultantes  são  menores (Zhang  et  al.,  1993),  assim 

como  tempos  prolongados  de  exposição  acarretam  a  aceleração  da  taxa 

metabólica.

Figura 04. Taxa de Batimento Cardíaco por minuto.

Fonte: Elaborado por Fabris, 2023.

Figura 04. Avaliação do batimento cardíaco por minuto das larvas de Danio rerio. A faixa 
rosa representa os padrões normais de batimento, indo de 120 a 180bpm (DE LUCA et al., 
2014). Letras minúsculas distintas (ab) indicam diferenças estatísticas (p < 0,05). Kruskal-
wallis p= 0,0009.  Teste múltiplo comparação de médias Dunn.

 * o tratamento 24h não apresentou eclosão 

Como o tratamento do trabalho realizado é de somente 1M de Metanol 

esperava-se que não houvesse alterações, porém os tempos utilizados durante o 

trabalho ultrapassaram 30 minutos de exposição ao crioprotetor, mesmo ocorrendo 

lavagens, o que levou ao aumento da frequência cardíaca larval.

5.3 Taxa de Deformidade
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Podemos observar que o gráfico abaixo demonstra uma menor taxa de 

deformidade  no  tratamento  contendo  metanol  tanto  em  6h  (36,71%  ±  14,86),  

quanto  em  12h  (61,76%  ±  14,8)  em  comparação  com  os  outros  tratamentos 

associados  ao  controle,  assim  como  o  trabalho  de  Kopeika  et  al.,  2006  que 

realizou micro-injeções de crioprotetor interno e externo (Metanol e Sacarose) nos 

embriões de Zebrafish, resultando um crescimento sem deformidades morfológicas 

pós-resfriamento,  sendo  um  método  mais  invasivo  do  que  a  exposição  para 

difusão.

Figura 05. Taxa de Deformidade.

Fonte: Elaborado por Fabris, 2023.

Figura 05. Taxa de deformidade morfológica das larvas de  Danio rerio  resfriados por 24 
horas em três soluções. Letras minúsculas distintas (ab) indicam diferenças estatísticas (p < 
0,05). Kruskal-wallis p= 0,0002. Teste múltiplo comparação de médias Dunn.

 * o tratamento 24h não apresentou eclosão 

Quando avaliamos os trabalhos de Liu et al., (1999), Desai et al., (2015) e 

Paes et al., (2017), uma das dificuldades na execução dos trabalhos é em questão 

da  baixa  resistência  dos  embriões  às  baixas  temperaturas.  Os  tratamentos 

contendo água de incubação e PBS apresentaram maiores taxas de teratogenia 
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devido à falta de proteção às baixas temperaturas do resfriamento, o que também 

causou danos as células quando reaquecidas para retornar ao desenvolvimento 

embrionário e o estresse osmótico. Esse, resultado foi corroborado por Lahnsteiner 

et  al.,  2009,  onde  embriões  com  5  somitos  tiveram  menor  resistência  ao 

resfriamento em comparação aos estágios mais avançados do desenvolvimento. 

Em estágios de menor desenvolvimento,  o  dano causado pelo resfriamento foi 

muito mais severo, como relatou o autor. Podemos observar a Figura 06 abaixo 

demonstrando as teratogenias observadas. 

Figura 06. Teratogenias demonstradas em PBS (C) e Água e Incubação (D).

 

Figura  06.   Imagem  de  deformidade  morfológica  das  larvas  de  zebrafish  (Danio  rerio) 
resfriados por até 24 horas em três soluções. Larva normal, tratamento controle/ fresco (A). 
Teratogenia identificadas em larvas de zebrafish no tratamento água de incubação (B) e 
PBS  (C)  e  larva  com  características  morfológicas  normais  expostas  ao  tratamento  1M 
metanol  +  0,1  m sacarose  (D).  Todas  as  análises  foram realizadas  em 96  horas  pós-
fertilização (hpf). 

5.4 Taxa de Sobrevivência

A sobrevivência observada pelo tratamento contendo metanol não possui 

diferença  estatística  em  relação  ao  controle  após  6  horas  e  12  horas  de 

resfriamento,  trazendo-nos  a  informação  de  que  o  tratamento  é  eficaz  na 
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preservação dos embriões durante o período de resfriamento em 50% epibolia. 

Figura 07. Taxa de Sobrevivência.

Fonte: Elaborado por Fabris, 2023.

Figura 06. Taxa de sobrevivência das larvas de Danio rerio resfriados por 24 horas em três 
soluções.  Letras  minúsculas  distintas  (abc)  indicam  diferenças  estatísticas  (p  <  0,05). 
Kruskal-wallis p= 0,0002. Teste múltiplo comparação de médias Dunn.

 * o tratamento 24h não apresentou eclosão 

Os resultados obtidos na taxa de sobrevivência do grupo 1 M Metanol + 

0,1 M Sacarose,  PBS e Água de Incubação são as consequências das outras 

análises  realizadas  –  taxa  de  eclosão,  taxa  de  batimento  cardíaco  e  taxa  de 

deformidade. Demonstrando que as larvas que conseguiram resistir e desenvolver-

se 15 dias após o resfriamento foram aquelas que apresentaram o menor índice 

de desenvolvimento de teratogenias causadas pelo resfriamento, resultando em 

condições favoráveis ao desenvolvimento do movimento da alimentação na fase 

da abertura do boca, o que resultou na condição da não deformidade, em maioria 

impediu a alimentação,  levando a uma grande mortalidade.  O PBS e Água de 

Incubação  desenvolveram  altas  taxas  de  deformidade,  muitas  teratogenias 

conhecidas da literatura como edema de pericárdio e lordose. Ocasionando a falta 
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de mobilidade larval e, por consequência, a falta do movimento de alimentação, o 

que levou a morte larval nos tratamentos.  

5.5 Retardo do desenvolvimento embrionário pelo resfriamento

Durante o trabalho foi observado que o tratamento contendo 1M Metanol 

com adição de 0,1M Sacarose obteve, em comparação aos tratamentos PBS e 

Água  de  Incubação,  um  desenvolvimento  mais  veloz.  Com  duas  horas  de 

aceleração  no  desenvolvimento  embrionário,  enquanto  os  tratamentos  PBS  e 

Água de Incubação apresentaram um retardo de três horas em comparação ao 

controle.  A  aceleração  do  batimento  cardíaco  das  larvas  ocasionado  pela 

exposição por longos períodos ao crioprotetor (Zhang et al., 1993), ergue consigo 

a taxa metabólica, causando o rápido desenvolvimento embrionário. Enquanto os 

períodos  de  resfriamento  afetaram  PBS  e  Água  de  Incubação  que  não 

conseguiram diminuir o retardo do desenvolvimento embrionário. Necessitam-se 

de  estudos  que  relatem  as  consequências  nos  animais  adultos,  gerados  do 

processo de resfriamento, quando expostos às condições de armazenagem em 

crioprotetor.

6 CONCLUSÃO

Observamos que é possível a otimização do protocolo de resfriamento de 

embriões de zebrafish quando utilizamos um meio com 1M Metanol na adição de 

0,1M Sacarose em até 12 horas sem a perda de qualidade da linhagem, tendo 

bons efeitos quanto à um relevante taxa de eclosão e baixa de deformidade. O 

protocolo  pode  ser  utilizado  como  peça  fundamental  para  comercialização/ 

compartilhamento de linhagens genéticas específicas de zebrafish auxiliando na 

pesquisa farmacológica e avanço da pesquisa científica. O trabalho realizado abre 

portas para estudos que podem ser realizados visando produzir novas tecnologias 

para o transporte econômico e viável e embriões de peixes. 
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