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APRESENTAÇÃO

A obra “Aquicultura e Pesca Adversidades e Resultados” aborda uma série 
de capítulos de publicação da Atena Editora, apresenta, em seus 22 capítulos, 
conhecimentos tecnológicos da aquicultura e da pesca.

O Brasil é privilegiado para as atividades de aquicultura e a pesca devido 
principalmente as condições favoráveis. Todavia, é necessário novos conhecimentos 
e tecnologias para o país tornam uma potência aquícola. 

Vários são os desafios das pesquisas, entre eles, destacam-se a área de 
reprodução e melhoramento de peixes, nutrição e alimentação de espécies aquícolas, 
conservação e sanidade dos recursos pesqueiros, processamento agroindustrial 
do pescado, dentre outras. Portanto, os novos conhecimentos e resultados dessas 
pesquisas tendem a completar lacunas vazias. 

Este livro traz artigos alinhados com a aquicultura e a pesca. As transformações 
tecnológicas dessas áreas são possíveis devido o aprimoramento constante, com 
base em novos conhecimentos científicos. 

Aos autores dos diversos capítulos, pela dedicação e esforços sem limites, que 
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avanços científicos e tecnológicos, os 
agradecimentos do Organizador e da Atena Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar mais estudantes e 
pesquisadores na constante busca de novas tecnologias para a aquicultura e a pesca, 
assim, garantir perspectivas de solução para o desenvolvimento do setor aquícola e as 
futuras gerações de forma sustentável.

Alan Mario Zuffo
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RESUMO: O presente trabalho objetivou avaliar 
a viabilidade dos ovócitos de surubim-do-
Paraíba após separação utilizando-se diferentes 
enzimas e concentrações versus separação 
mecânica. Para isso, fêmeas de surubim-do-
Paraíba foram anestesiadas e decaptadas para 
coleta dos ovários (imediatamente colocados 
em solução de Hank).  Em seguida, fragmentos 
de mesmo tamanho (2X2cm) foram submetidos 
aos seguintes tratamentos: T1- Tripsina [0,2M], 
T2- Tripsina [0,4M], T3-Colagenase [0,2M], 
T4- Colagenase [0,4M], T5-Hialuronidase 
[0,2M], T6-Hialuronidase [0,8M] e C (controle)-
separação mecânica, onde permaneceram em 
banhos de 30 minutos, com seis repetições 
cada. Após banho enzimático os ovócitos foram 

lavados três vezes com HBSS, e passaram por 
peneiras de diferentes malhas para analise da 
viabilidade por integridade da membrana (TB) 
e migraçāo da vesícula germinativa (GVBT). 
O método de separaçāo mais eficiente foi o 
mecânico, seguido pelo enzimático com tripsina 
0,4M. 
PALAVRAS-CHAVE: ovócitos isolados, 
enzimas, Tripsina, Colagenase, Hialuronidase. 

ABSTRAST: The present study aimed to 
evaluate the viability of the oviocytes of the 
Paraiba surubim after separation using different 
enzymes and concentrations versus mechanical 
separation. For this, females of surubim-do-
Paraíba were anesthetized and decaptados 
to collect the ovaries (immediately placed in 
Hank’s solution). Then, fragments of the same 
size (2X2cm) were submitted to the following 
treatments: T1- Trypsin [0.2M], T2-Trypsin 
[0.4M], T3-Collagenase [0.2M], T4-Collagenase 
[0.4M ], T5-Hyaluronity [0.2M], T6-Hyaluronity 
[0.8M], and C (control) -separation mechanics, 
where they remained in 30-minute baths with 
six replicates each. After an enzymatic bath the 
oocytes were washed three times with HBSS 
and passed through sieves of different mesh 
for viability analysis by membrane integrity (TB) 
and germinal vesicle rupture (GVBT). The most 
efficient separation method was the mechanical 
one, followed by the enzyme with 0.4M trypsin.
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1 | 	INTRODUÇÃO

A preservação dos recursos genéticos para a manutenção da vida aquícola tem 
se tornado cada vez mais relevante nos últimos anos. As populações naturais de 
peixes, de forma geral, estão ameaçadas, principalmente devido à pesca excessiva e 
poluição ambiental. Problema esse que também vem acontecendo como o surubim-do 
Paraíba, Steindachneridion parahybae, uma espécie endêmica, natural da bacia do 
rio Paraibuna do Sul, SP, que está na lista do Livro Vermelho de Espécies da Fauna 
Brasileira (MMA, 2008), e é considerada uma das espécies em condições críticas de 
extinção (IBAMA, 2009).  

A criopreservação de gametas de peixes possibilita a preservação do genoma 
de espécies ameaçadas de extinção, aumentando a representação destes animais, 
assim como de animais para fins de produção, evitando perdas de material genético 
(Streit et al., 2014). 

Para a preservação de gametas femininos vem sendo testados oócitos maduros, 
fragmentos ovarianos e oócitos imaturos. Os oócitos maduros seriam uma alternativa 
perfeita para criopreservação, por ser de fácil manipulação, não necessitar sacrificar o 
animal, e poderiam ser descongelados e imediatamente fertilizados, sem a necessidade 
de maturação in vitro. Porém trabalhos utilizando este estágio, em diferentes espécies, 
tem verificado que estes apresentam tanto toxicidade aos crioprotetores (Plachinta et 
al., 2004; Lopes et al., 2018), quanto alta sensibilidade ao frio (Isayeva et al., 2004; 
Zhang et al., 2005).

A utilização do tecido ovariano, por outro lado, parece ser promissora, visto que 
contem múltiplos folículos imaturos com pequeno tamanho, resultando em alta área 
de superfície em relação ao volume, maior permeabilidade da membrana, bem como 
ausência de córion totalmente formado (Marques et al., 2015). Porém, para utilização 
destes estágios de desenvolvimento, há necessidade que um grande número de 
ovócitos sejam isolados dos ovários, o que faz dessa etapa um obstáculo para estudos 
com criopreservação destes gametas. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade dos ovócitos de surubim-do-
Paraíba após separação utilizando-se diferentes enzimas e concentrações versus 
separação mecânica. 

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

O experimento foi conduzido na Estação de Hidrologia e Aquicultura da CESP 
(Companhia de Energia de São Paulo, na cidade de Paraibuna, SP, Brasil (23°24’54’’S; 
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45°35’52’’W), usando estoque de reprodutores originados de reprodução induzida de 
espécies selvagens da Estação de Aquicultura (F1). Estes peixes foram mantidos 
em tanques (200 m2) com parede de concreto e fundo de terra, e receberam dieta 
comercial extrusada para peixes carnívoros, contendo 40% de proteína na taxa de 5% 
de biomassa/semana, oferecida duas vezes ao dia, as 8 e 16 horas, três vezes por 
semana. 

Em outubro/15, fêmeas (não-induzidas) foram anestesiadas e decaptadas 
para remoção dos ovários (imediatamente colocados em solução de Hank) para 
em seguida passar por separação enzimática dos ovócitos em estágios iniciais de 
desenvolvimento, utilizando-se os seguintes tratamentos: T1- Tripsina [0,2M], T2- 
Tripsina [0,4M], T3-Colagenase [0,2M], T4- Colagenase [0,4M], T5-Hialuronidade 
[0,2M], T6-Hialuronidade [0,8M] e C (controle)- com separação mecânica. Fragmentos 
do mesmo tamanho (2X2cm) de ovários foram submetidos aos tratamentos em banhos 
de 30 minutos, com seis repetições cada. Após banho enzimático os ovócitos foram 
lavados três vezes com HBSS, e passaram por peneiras de diferentes malhas  (0,8 mm 
e 1,8 mm) para separação dos ovócitos maiores (Figura 1). Foram considerados uma 
única amostra de ovócitos em estádios iniciais (diâmetro <1,7 mm). Para avaliação 
dos resultados, foram utilizados os testes de viabilidade por coloração com Azul de 
Tripan (TB, 0,2% por 5 min), para leitura da integridade da membrana; e maturação in 
vitro até o momento da quebra da vesícula germinativa (GVBD, incubados em meio 
com 50% de Leibotz-15, por 24h para se tornar translúcido), ambos visusalisados em 
Estetoscópio Ópitco.

Fig. 1. Estrutura de peneiras em PVC, utilizando malhas com diferentes diamentros de 
espessura. A1. Fundo; A2. Malha com 0,8 mm de espessura; A3. Malha com 1,8 mm de 

espessura; B. Peneiras encaixadas para passagem dos ovócitos. 
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Os resultados foram submetidos a análise de variancia (one-way ANOVA) ao 
nível de 7% de significância. Em caso caso de efeito significativo, foi aplicado o teste 
de Duncan, para comparação de médias, ao mesmo nível de significância. As análises 
estatísticas foram realizadas pelo software estatístico Statistica 9.0.

Esta metodologia foi aprovada pelo Comitê de Ética e Experimentação Animal do 
Instituto de Pesca de São Paulo (CEEAIP) pelo protocolo número 05/2017. 

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados de viabilidade dos ovócitos após tratamentos podem ser vistos 
nas Figuras 2 e 3. A separação de oócitos imaturos mostra-se necessária, pois estes 
tem demonstrado maior resistência aos protocolos de criopreservação, quando 
comparado aos oócitos maduros, tanto em testes de toxicidade a crioprotetores 
necessários em protocolos de criopreservarção (Lopes et al., 2018), quanto em testes 
de sensibilidade ao frio (Isayeva et al. 2004; Tsai et al. 2009; Lopes et al., submetido 
para publicação). Porém, a utilização de fragmentos ovarianos de espécies que 
apresentam desenvolvimento gonadal apresentando diferentes estágios oocitários 
simultaneamente, como é o caso do S. parahybae (Honji et al., 2016), faz com que a 
separação dos oócitos seja de extrema necessidade, devido a presença de distintos 
estágios de maturação. Além disso, facilita a manipulação pós descongelamento, 
sincronizando a maturação in vitro de todo o lote de oócitos utilizados.

Sendo assim, o presente trabalho encontrou que pela observação da quebra da 
vesícula germinativa (GVBD) não houve diferença estatística entre o controle, com 
separação mecânica e as enzimas Tripsina (0,2M e 0,4M) e Colagenase (0,2M e 0,4M) 
(Figura 2). Guan et al. (2008) também avaliaram a utilização destas mesmas enzimas 
em diferentes concentrações para isolar ovócitos de Danio rerio, utilizando tempos 
distintos de exposição. Da mesma forma, como no presente trabalho, esses autores 
encontraram que a Hialuronidase foi a enzima menos eficiente na separação.
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Fig. 2. Viabilidade dos ovócitos por maturação in vitro (GVBD). Controle =separação mecânica. 
*Letras iguais não diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,07). DP = Desvio Padrão. 

Quando avaliada a viabilidade pela integridade das membranas (TB), o resultado 
se comportou de forma semelhante, com exceção para colagenase 0,2M, que assim 
como Hialuronidase (0,2 e 0,8M) foram significativamente menores que o controle. 
Teste semelhando utilizando ovócito de D. rerio mostraram como melhores resultados 
a utilização das enzimas Colagenase 0,4M, e Hialuronidase 1,6M em banhos de 10 min 
(Guan et al., 2008). No presente trabalho, apesar de o controle não mostrar diferenças 
significativas em relação as enzimas Tripsina e Colagenase, acreditamos que para 
utilização em métodos de criopreservação, a separação mecânica seja o método mais 
recomendado, pois além de minimizar a manipulação dos ovócitos, também evita 
alteração da permeabilidade das membranas, o que iria influenciar diretamente na 
toxicidade as soluções crioprotetoras, podendo inclusive torna-las mais sensíveis as 
mesmas (Lopes et al., 2018).  
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Fig. 3. Viabilidade dos ovócitos por Azul de Tripan (TB). Controle = separação mecânica. 
*Letras iguais não diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,07). DP = Desvio Padrão.	  

Em relação aos métodos utilizados para avaliar a viabilidade, não foram observadas 
grandes diferenças para GVBD e TB, com exceção para a enzima Colagenase, com 
resultados distintos quando utilizada a coloração por TB. Isto indica que, apesar desta 
enzima não comprometer a migração da vesícula germinativa, afetou a integridade 
das membranas mais externas dos oócitos. Plachinta et al. (2004) compararam a 
eficiência de três diferentes testes de viabilidade empregados em oócitos de D. rerio, e 
encontraram que GVBD e TB são os mais recomendados respectivamente. Com base 
nos resultados encontrados para oócitos de S. parahybae, acreditamos que estes 
testes de viabilidade são complementares, indicando assim a utilização de ambos, 
para acurácia dos resultados. 

4 | 	CONCLUSĀO

Concluímos que o método mais eficiente a ser empregado na separação de 
ovócitos de surubim-do-Paraíba é o mecânico, principalmente para utilização em pro-
tocolos de criopreservação, seguido pelo enzimático com tripsina 0,4M por 30 min, em 
casos em que não preconizem a permeabilidade das membranas.   
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