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RESUMO

Embrides bovinos produzidos in vitro (PIV) apresentam diferengas quando
comparados aos produzidos in vivo. Esta particularidade reduz as taxas de viabilidade in
vitro e in vivo apos a criopreservacao, limitando o emprego comercial da preservacao
dos embrides PIV. Vaérias estratégias vém sendo propostas para aumentar a viabilidade e
desenvolvimento desses embrides criopreservados. Alguns estudos utilizam a exposi¢do
dos embrides a um estresse subletal, como a alta pressdo hidrostatica (HHP),
previamente a procedimentos que reduzem a viabilidade embrionaria, o que aumenta a
tolerancia desses individuos a criopreservacdo. Os objetivos deste experimento foram
determinar as taxas de viabilidade de blastocistos bovinos PIV previamente expostos a
alta pressdo gasosa (HGP) de 27,5 MPa por 120 min e apds submetidos a congelagéo ou
vitrificacdo. A avaliagcdo da viabilidade foi mediante determinacdo das taxas de re-
expansdo e eclosdo apos criopreservacdo. Oocitos morfologicamente viaveis obtidos a
partir de ovarios de frigorifico foram maturados in vitro durante 24 h a 38,5 °C, em
atmosfera de 5% de CO, com umidade relativa do ar saturada e fecundados (dia 0) com
sémen criopreservado capacitado in vitro. Apos 20 h, os presuntivos zigotos foram
submetidos a cultivo in vitro em meio SOF condicionado a 38,5 °C, em atmosfera de
5% de CO,, 5% O, e 90% N, com umidade relativa do ar saturada. Os blastocistos (dia
7) foram divididos aleatoriamente em 4 grupos: expostos a HGP e congelados, PC;
controle congelacdo, CC; expostos a HGP e vitrificados, PV; controle vitrificacdo, CV.
Os embrides foram expostos ou ndo a HGP de 27,5 MPa por 120 min e em seguida
colocados em cultivo por 120 min. Apds esse periodo os blastocistos foram submetidos
a congelacéo ou a vitrificacdo. A taxa de re-expansdo dos blastocistos avaliada em 24 h
do grupo CV (59,6%) foi maior que a dos embribes dos grupos CC (45,2%) e PC
(46,3%) (P<0,05), mas ndo diferiu da taxa de re-expansdo dos embrifes do grupo PV
(48,1%). As taxas de eclosdo foram: PC, 21,5%; CC, 24,6%; PV, 35,3%; CV, 30,8%.
Os blastocistos do grupo PV apresentaram maiores taxas de eclosdo do que os embrides
do grupo PC. Em concluséo, o tratamento com HGP nao interferiu no desenvolvimento
in vitro dos blastocistos que foram submetidos a congelacdo ou a vitrificacdo. Levando
em consideragéo os blastocistos eclodidos sobre o total de re-expandidos, o tratamento
com HGP incrementou a taxa de eclosao in vitro dos embries que foram submetidos a
vitrificagéo.

Palavras-Chave: alta pressdo gasosa, criopreservacdo, producdo in vitro de embrides, criotolerancia.
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ABSTRACT

In vitro bovine embryos (I\VVP) present differences when compared to those
produced in vivo. This particularity reduces in vitro and in vivo survival rates after
cryopreservation, limiting the commercial use of IVP embryos preservation. Several
strategies have been proposed to increase viability and development of these
cryopreserved embryos. Some studies use embryo exposure to sublethal stress prior to
in vitro procedures, such as high hydrostatic pressure (HHP), which increases tolerance
of these individuals to a new stressor, such as cryopreservation. Objectives of this
experiment were to determine viability rates of bovine blastocysts produced in vitro
previously exposed to high gaseous pressure (HGP) of 27.5 MPa for 120 minutes and
after subjected to freezing or vitrification. Morphologically viable oocytes obtained
from bovine ovaries were matured in vitro for 24 hours at 38.5°C in 5% CO;
atmosphere with saturated air humidity and in vitro fertilized (day 0) with cryopreserved
semen (inseminating dose 1x10° / ml). After 20 hours, presumptive zygotes were
cultured in vitro at 38.5°C in an atmosphere of 5% CO, 5% O, e 90% N, with saturated
air humidity. Blastocysts obtained on day 7 were divided into 4 groups: exposed to HGP
and frozen (FP); freezing control (FC); exposed to HGP and vitrified (\VVP); vitrification
control (VC). These groups were exposed or not to 27.5 MPa HGP for 120 minutes then
in vitro cultured for more 120 min. After this period, blastocysts were subjected to
freezing or vitrification. Re-expansion rate was higher (P<0.05) for CV (59,6%)
compared to CC (45,2%) and CV (46,3%), not differing from PV (48,1%). Blastocysts
from group VP presented higher hatching rates than embryos from group FP (P<0.05)
(35,3% vs. 21,5%, respectively). In conclusion, exposure of blastocysts to HGP before
vitrification or conventional freezing did not interfered on in vitro embryo survival
rates. However, considering hatched blastocysts over the total re-expanded, HGP

increased hatching rates of vitrified embryos.

Keywords: high gaseous pressure, cryopreservation, sublethal stress, bovine blastocyst, in vitro embryo

production.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, inovagbes em biotecnologias reprodutivas tém
disponibilizado novas ferramentas para tornar a producdo animal mais eficiente. A
producédo in vitro (PIV) de embribes acelerou os processos de obtencdo de novas
geracOes de animais, procurando maximizar o potencial reprodutivo dos rebanhos
bovinos. No Brasil, a PIV de embrides bovinos cresceu significativamente com um
aumento historico na producdo, alcancando em 2016 o total de 346.817 unidades
produzidas, representando 53% do total de embrides produzidos no mundo (656.931
embrides PIV) (BLONDIN, 2017).

Embrides PIV, no entanto, apresentam diferencas quando comparados aos
produzidos in vivo, uma vez que as condicdes de PIV ndo podem simular perfeitamente
0 ambiente natural, o utero materno (LONERGAN e FAIR, 2008). O soro fetal bovino
(SFB), entre outros constituintes, € um dos principais responsaveis para essas
diferencas, resultando em alteracbes morfologicas (ABE et al., 1999) e fisiologicas
(KRISHER et al., 1999) nesses embrides, como o aumento no nimero e tamanho de
granulos lipidicos (ABE et al., 2004). Este aumento nos granulos lipidicos modifica a
qualidade do embrido (SATA et al., 1999) e reduz as taxas de sobrevivéncia apos a
criopreservacdo (ABE et al., 2002; MUCCI et al., 2006). No ambito da atividade
comercial, esta complexidade na criopreservacao e a subsequente reducdo da taxa de
viabilidade ap6s a descongelacdo impedem o aproveitamento de embrides produzidos
em excesso, N0 momento em que ndo houver receptoras suficientes disponiveis para
transferéncia embrionaria (RUFINO et al., 2006).

Vaérias estratégias vém sendo propostas para aumentar a viabilidade de gametas e
embrides criopreservados. Dentre elas, destacam-se estudos que utilizam a exposi¢do
dos embribes ao estresse subletal previamente aos procedimentos de criopreservagéo.
Pribenszky et al. (2010) relataram que submeter previamente embrides mamiferos ao
estresse induzido por alta pressdo hidrostatica (HHP, do inglés high hydrostatic
pressure) aumenta a tolerancia desses individuos a um novo fator estressante, no caso a
criopreservacdo. Segundo Du et al. (2008a), as respostas celulares frente a diferentes
estresses sdo similares, possibilitando um efeito protetor cruzado, permitindo a
utilizacdo desta propriedade na criopreservacdo. A HHP foi empregada previamente em
células espermaticas bovinas (PRIBENSZKY et al., 2007), em blastocistos murinos
(PRIBENSZKY et al., 2005a) e blastocistos bovinos PIV (PRIBENSZKY et al., 2005b;
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PRIBENSZKY et al., 2008), os quais apresentaram maior tolerancia a criopreservagao
quando comparados aos grupos controle.

Baseada nessas observacBes, como uma alternativa a HHP, nossa equipe
empregou a alta pressdo gasosa (HGP, do inglés high gaseous pressure) em gametas e
embrides mamiferos. Experimentos foram realizados com o00citos caninos
(RODRIGUES et al., 2012) em que foram obtidos os primeiros resultados do emprego
de HGP como fator de inducdo de estresse sobre o gameta feminino. Collares (2014),
trabalhando com embrides murinos, comprovou que a técnica é viavel para a inducgéo do
estresse subletal sem impactos negativos no desenvolvimento e viabilidade dos
embribes. Aplicada previamente a criopreservacdo, a HGP modificou positivamente a
taxa de sobrevivéncia in vitro de blastocistos murinos criopreservados (BECKER,
2016).

Pelo fato de ainda ndo existirem informagfes do uso da HGP em embribes
bovinos PIV, os objetivos do experimento aqui proposto sdo determinar as taxas de
sobrevivéncia de blastocistos bovinos PIV expostos previamente a HGP e apos
submetidos a congelacdo convencional ou a vitrificacdo. A avaliacdo da viabilidade in
vitro destes embribes serd avaliada através da determinacéo das taxas de re-expansédo e

eclosdo apds descongelacdo ou aquecimento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Producdo in vitro de embrides

Desde o inicio do século, a PIV de embrides € uma biotecnologia da
reproducdo bem estabelecida e com propdsitos variados em ciéncias basicas e aplicadas
(BAVISTER, 2002). Uma dessas aplicacfes consiste na obtencdo de embribes viaveis a
partir de fémeas saudaveis de alto valor genético e daquelas que ndo estdo mais aptas a
produzir descendentes pelas técnicas convencionais (BRACKETT e ZUELKE, 1993).
Fémeas a partir dos seis meses de idade, gestantes até o terceiro més ou no periodo pos-
parto podem ser usadas como doadoras de odcitos; ndo ha a necessidade da utilizacdo de
horménios para a obtencdo dos oocitos, aumentando a vida reprodutiva das doadoras e
diminuindo o intervalo de producéo dos embrides (SANTL et al., 1998). Esta tecnologia
permite a utilizacdo de diferentes touros para cada doadora, assim como viabiliza o
emprego de sémen sexado (BUENO e BELTRAN, 2008). Na pesquisa cientifica, a PIV
de embrides estd associada ao melhor entendimento do que acontece durante o
desenvolvimento fisiologico de embrides in vivo, além de ser um ponto de partida para a
execucdo de outras biotecnologias, como a transferéncia nuclear. Além disso, uma vez
aplicada em uma espécie, pode servir como modelo para extrapolar as descobertas a
outras espécies (LONERGAN e FAIR, 2008).

Biggers (2012) relata que as primeiras tentativas de produzir embrides fora do
organismo da fémea foram realizadas pelo embriologista vienense Samuel Leopold
Schenk, em 1878. Trabalhando com odcitos de coelha e cobaia, Schenk observou que
apos a adicdo de sémen no cultivo, ocorria a divisdo celular das estruturas. Em 1934,
Gregory Pincus e Ernst Vinzenz Enzmann também tentaram realizar a fecundacgéo in
vitro (FIV) em coelhos. Estes pesquisadores alegaram ter produzido a primeira prenhez
bem sucedida através da FIV, mas analises posteriores sugeriram que a fecundacao
tecnicamente havia ocorrido in vivo, ou "no corpo”, em vez de in vitro, "em vidro".

Em 1951, dois cientistas trabalhando de forma independente, Colin Russell
Austin na Australia e Min Chueh Chang nos Estados Unidos, demonstraram que 0s
espermatozoides precisavam passar por transformagdes antes de desenvolverem a
capacidade de fecundar o odcito (AUSTIN, 1951). Chang (1959) conseguiu aplicar a
técnica de FIV em coelhas, com o nascimento de laparos vivos. Yanagimachi e Chang

(1963) realizaram FIV com inducdo da capacitagdo espermatica realizada in vitro,
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fornecendo as informagdes necessarias para a execucdo da primeira FIV de odcito
humano. No final dos anos 60, foi relatada a obtencdo de embribes PIV de
camundongos (WHITTINGHAM, 1968).

Iritani e Niwa (1977) reportaram a maturacéo e fecundacdo in vitro de odcitos
bovinos, e alguns anos depois nasceu o primeiro terneiro produzido por FIV nos
Estados Unidos, resultado este alcangado pelo trabalho desenvolvido na Faculdade de
Veterinaria da Universidade da Pennsylvania (BRACKETT et al., 1982). No Canada,
pesquisadores coletaram, através de laparoscopia, odcitos bovinos ovulados in vivo
(LAMBERT et al., 1986). Os odcitos foram fecundados in vitro e cultivados em tubas
uterinas de coelhas, método anteriormente demonstrado ser eficaz por pesquisadores
irlandeses (SREENAN e SCANLON, 1968). Deste trabalho foram produzidos seis
terneiros FIV. No Japdo, pesquisadores reportaram o nascimento dos primeiros terneiros
PIV obtidos de oocitos maturados in vitro, e estes embrifes também foram cultivados
em tubas uterinas de coelhas (HANADA et al., 1986).

A PIV de embriGes, pouco aplicada comercialmente na década de 90,
apresentou um crescimento significativo ano ap6s ano a partir da virada do século,
alcancando mais de meio milhdo de embrides PIV produzidos em 2014, o que
representou 42% do total de embrifes produzidos no mundo (Fig. 1). A razdo para este
crescimento se deve principalmente a melhora nos sistemas de cultivo (BLONDIN,
2017).
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Figura 1. Dados da producdo mundial de embrides produzidos in vivo e in vitro entre 1997 e 2014. Fonte:
Blondin (2017), p. 33.

Em 2016, o Brasil foi considerado o maior produtor mundial de embriGes com
346.817 unidades produzidas, 53% do total mundial (656.931 embrides PIV) (PERRY,
2016). Este destaque na PIV de embriGes bovinos se deve, em grande parte, ao tamanho
do rebanho (aproximadamente 218 milhdes de bovinos segundo dados do IBGE em
2016) e as caracteristicas do rebanho nacional, predominando a criacdo de racas
zebuinas que apresentam em média um maior numero de foliculos puncionaveis e
consequentemente maior nimero de oocitos quando comparados as fémeas de racas
taurinas (PONTES et al., 2011; SEGERSON et al., 1984).

2.2. Criopreservacao

Criopreservacdo é o emprego de baixas temperaturas para preservar células e
tecidos vivos estruturalmente intactos (PEGG, 2007), resultando na diminuigéo drastica
dos processos metabdlicos e tornando possivel o armazenamento em longo prazo
(ARMITAGE, 1987). As tecnicas de criopreservacdo sdo rotineiramente usadas na
preservacdo de odcitos, espermatozoides e embrides, tanto na produgdo animal quanto

nas tecnologias de reproducdo assistida em humanos (MANDAWALA et al., 2016).
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2.2.1 Histdrico da criopreservacao

De acordo com LUYET e GEHENIO (1940), os processos de criopreservacao
vém sendo estudados e aprimorados ha aproximadamente duzentos anos. Em 1938,
Luyet e Hodapp obtiveram sucesso na vitrificagdo de espermatozoides de sapo,
utilizando 2 Mol/L de sacarose em pequenas gotas. Para tanto, Luyet se fundamentou
nas descobertas de Joseph Louis Gay-Lussac, que em 1804, enquanto subia em um
baldo de ar quente até 4.000 metros de altura, observou que as goticulas de agua das
nuvens ndo congelavam, apesar das temperaturas abaixo de zero, encontrando ali a
esséncia da vitrificagdo. O volume ndo foi o Unico fator que ele observou ser
importante, mas também a velocidade de resfriamento e a concentracdo das solugdes.
Para se evitar o congelamento, a temperatura deveria diminuir algumas centenas de
graus por segundo, fazendo a substancia transpor as temperaturas da zona de
cristalizagéo.

As propriedades crioprotetoras do glicerol foram descobertas por acaso por
Polge et al. (1949), marcando o inicio da congelacdo convencional de sémen de
diferentes espécies.

No inicio dos anos 70, dois grupos de pesquisadores competiam para ver quem
seria 0 primeiro a congelar embrides com sucesso. Um grupo incluia os cientistas
Whittingham, Leibo e Mazur, e o outro grupo era composto por Wilmut e Polge.
Whittingham ja tinha conseguido parcialmente congelar embriGes de camundongo a -
70°C por 30 min usando polivinilpirrolidona, poréem, ndo foi possivel replicar esses
experimentos (WHITTINGHAM, 1971 e WHITTINGHAM et al.,1972). Em 1972, os
dois grupos publicaram resultados que relataram a sobrevivéncia dos primeiros
embrides murinos a congelacdo com uma técnica que incluia a adicdo de 1 Mol/L de
DMSO. A presenca do crioprotetor foi decisiva no sucesso do experimento. Os autores
empregaram uma taxa de resfriamento de 0,3°C/min até a temperatura de -70°C, o que
ficou conhecido como curva lenta, pois exigia um aquecimento lento (20°C/min). Em
1973, nasceu o primeiro terneiro de embrido que foi congelado, descongelado e
transferido para fémea receptora (WILMUT e ROWSON, 1973). Alguns anos mais
tarde, Willadsen et al. (1976) congelaram embribes ovinos, usando 1,5 Mol/L de
DMSO em uma curva de resfriamento de 0,3°C/min, até a temperatura de -35°C, 0 que

permitiu um descongelamento rapido (300°C/min) dos embrides, que ficou conhecido
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como a curva rapida de congelagdo. Desde entdo, gametas e embrifes de diferentes
espécies foram congelados com sucesso (SARAGUSTY e ARAV, 2011).

2.2.2 Congelagdo convencional

O verdadeiro desafio para as células durante o congelamento é a letalidade na
transposicdo da zona de temperatura entre -15 e -60°C, pelas quais as células passam em
duas oportunidades: durante o resfriamento e durante o aquecimento. A temperatura de -
196°C ndo ha energia térmica suficiente, e consequentemente, ndo ha reacdes quimicas
(McGEE e MARTIN, 1962).

Mazur (1984) explica que resfriando os embrides ap0s serem expostos a um
crioprotetor, 0 meio congelara espontaneamente quanto atingir temperaturas entre -15°C
e -20°C, levando a morte das células embrionarias. Para que este fendmeno néo ocorra,
€ necessario realizar a indugdo da cristalizagdo (seeding) da solugéo crioprotetora em
temperaturas entre -5°C e -8°C. Este procedimento cria um diferencial entre o potencial
quimico dos espacos intra e extracelular, permitindo que a agua seja atraida para fora
das células embrionarias, formando cristais de gelo no espaco extracelular. O fenémeno
permite uma adequada desidratacdo celular durante o resfriamento, proporcionando

taxas eficientes de sobrevivéncia embrionaria a crioconservagao.
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Figura 2. Esquema dos eventos fisicos observados nas células durante o resfriamento. Hexagonos, cristais
de gelo. Fonte: Mazur, 1984, p.126.

A técnica de congelacdo consiste em expor gradualmente os gametas ou
embrides a uma concentracao relativamente baixa de crioprotetores, acondiciona-los em
palhetas e resfria-los até -5°C a -7°C, onde sdo mantidos por alguns minutos para
equilibrar. Apos o equilibrio, é realizado a inducdo da cristalizacdo mediante realizacédo
do "seeding", que consiste em tocar as palhetas com o auxilio de um objeto previamente
resfriado a -196°C (usualmente uma pingca metélica ou um cotonete), desencadeando o
congelamento extracelular, e depois resfriar lentamente, a aproximadamente 0,3 a 0,5°C
por minuto, até alcancar entre -30°C e -40°C. Ao final do resfriamento as palhetas sdo
mergulhadas em nitrogénio liquido para armazenamento (SARAGUSTY e ARAV,
2011).

As lesBes causadas por cristais de gelo podem ser evitadas através de uma
congelacdo muito rapida, com o uso de concentracbes adequadas de crioprotetores
(PEGG, 2007), os quais substituem a agua intracelular e promovem uma reducdo na
formacdo dos cristais de gelo (RALL e FAHY, 1985). Os crioprotetores séo divididos
em intracelulares ou permeaveis, como o DMSO, metanol, etanol, glicerol,

etilenoglicol, propanodiol; e extracelulares ou ndo permeaveis como acgucares e
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macromoléculas (sacarose, lactose, glicose, polivinilpirrolidona, rafinose, manitol,
sorbitol, trealose) (NIEMANN, 1991). A eficiéncia dos crioprotetores pode variar em
funcdo da estrutura (célula ou tecido) a ser criopreservada, do tipo, da concentracdo e do
tempo de exposicdo utilizado antes do processo de criopreservacdo (FULLER e
PAYNTER, 2004).

Desde meados dos anos oitenta do século passado, a equipe do laboratorio
conduz experimentos de criopreservacdo (congelacdo e vitrificacdo) de embrides
murinos e bovinos, que proporcionaram, além do avango do conhecimento, a formacao
de recursos humanos com competéncia nesta area (REICHENBACH e RODRIGUES,
1988; LOPES, 1989; CHRISTMANN, 1989; HOETZEL, 1991; BERTOLINI, 1994,
AGUIAR, 1996; SCHNEIDER, 1997; CORTES e RODRIGUES, 2000; OLIVEIRA et
al., 1998; BRAGA, 2000; KUMMER et al., 1999; ASSAF e RODRIGUES, 2003,
VIEIRA et al.,, 2007; COSTA, 2007; LANGE, 2008; OSUNA, 2008, VILLAMIL,
2009; CHEUICHE, 2011; COLLARES, 2014 e BECKER, 2016).

2.2.3 Vitrificagédo

Vitrificacdo (do latim “vitreum”, do francés “vitrifier”) é a transformacdo de
uma solucdo liquida em um sélido amorfo vitreo (ARAV, 1992), devido a um
significativo aumento na viscosidade da solucdo (FAHY et al., 1984).

A vitrificacdo simplifica e, muitas vezes, aumenta a eficiéncia da
criopreservacdo porque elimina os danos fisicos causados pelo gelo e permite que o
resfriamento seja rapido o suficiente para ultrapassar as temperaturas subzero em que
ocorrem as lesbes da congelacdo, mas, por outro lado, complica os efeitos osmoticos e
introduz um maior risco de embriotoxicidade pela adi¢cdo e remocao de crioprotetores
mais concentrados (FAHY e WOWK, 2015).

Trés sdo os fatores que devem ser levados em consideracdo em relacdo a
vitrificacéo:

a) Taxa de resfriamento e aquecimento: quando se utiliza nitrogénio liquido, as
amostras sdo mergulhadas diretamente nesta solucéo, resultando em taxas de
resfriamento que alcancam centenas a milhares de graus Celsius por
segundo, dependendo do recipiente, do volume, da condutividade térmica, da
composicdo da solucdo, entre outros fatores (YAVIN e ARAV, 2007). A
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taxa de aquecimento também é uma importante varidvel, que afeta a
sobrevivéncia (SEKI e MAZUR, 2012);

b) Viscosidade: a viscosidade do meio no qual os embrides estdo suspensos é
definida pela concentracdo e comportamento do crioprotetor. A mistura de
crioprotetores € comumente utilizada para aumentar a viscosidade, diminuir
a chance de cristalizagdo e diminuir a toxicidade individual (ARAV, 2014);

c) Volume da amostra: quanto menor o volume, maior a probabilidade de
vitrificagdo, pois permitem melhor troca de calor e maiores taxas de
resfriamento (SHERMAN e PING, 1958; ARAV e ZERON, 1997).

Atualmente existem dois tipos de sistemas de vitrificacdo: sistemas abertos e
fechados. Sistemas abertos permitem e sistemas fechados eliminam o contato direto
entre 0 meio contendo a amostra e o nitrogénio liquido. Como o nitrogénio liquido pode
conter agentes infecciosos, o contato direto poderia, teoricamente, significar uma
possibilidade de infeccéo e transferéncia de patdogenos. Consequentemente, do ponto de
vista da transmissdo da agentes infecciosos, 0s sistemas abertos sdo inseguros e 0s
sistemas fechados sdo seguros (VAJTA et al., 2015). Arav (2014) denomina os sistemas
abertos como métodos de superficie, quando o tamanho da gota pode ser controlado, o
que proporciona uma veloz taxa de resfriamento. Por outro lado, taxas rapidas de
aquecimento sdo alcancadas pela exposicdo direta a solucdo de retirada dos
crioprotetores, minimizando o risco de ocorrer lesdo celular pela formacéo de cristais
de gelo. Em sistemas fechados, a principal caracteristica € que usualmente a velocidade
de resfriamento € menor, 0 que aumenta o risco de citotoxicidade pela presenca de altas
concentracdes de crioprotetores.

Experimentos relatam que embrides bovinos PIV vitrificados apresentaram
melhores taxas de sobrevivénvia apds o reaquecimento do que aqueles submetidos a
congelacdo convencional (MUCCI et al., 2006; CAAMANO et al., 2016). Apesar
desses relatos bem sucedidos, a aplicabilidade comercial da vitrificacdo ainda depende
de técnicas com caracteristicas de replicabilidade. A infinidade de protocolos de
vitrificacdo existentes, utilizando tempos, temperaturas e crioprotetores diferentes, a
auséncia de padronizacdo e a inconsisténcia de resultados entre os laboratoérios dificulta
a adocdo generalizada da vitrificagdo como técnica de criopreservacao para a aplicacdo
comercial (DO et al., 2016).
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2.3. Estresse celular e proteinas de estresse

Ritossa (1962) descreveu que a exposicdo de células de glandula salivar de
Drosophila busckii ao calor determinava uma alteracdo no padrdo de espessamento
cromossomal deste inseto. A alteracdo na temperatura ativou um conjunto de genes que
desencadearam a sintese de um grupo especifico de proteinas, as proteinas de choque
térmico, do inglés heat shock protein (HSP) ou proteinas de estresse (RITOSSA, 1962).

De Maio (2011) esclareceu que em condicOes fisiologicas, as células de um
organismo interagem uma com as outras para sincronizar a sua atividade metabolica, a
expressdao génica e outros processos celulares basicos, mantendo a homeostase. Quando
as celulas sdo expostas as mudancas ambientais, como falta de nutrientes ou algum
agente estressor externo, elas se comunicam para ajustar seu metabolismo para a nova
condigdo. Portanto, as células estressadas liberam sinais para alertar o resto do
organismo de uma situacdo potencialmente prejudicial. Alguns dos sinais de estresse
liberados pelas células correspondem as HSP, que sdo expressas em resposta ao agente
estressor. E, de acordo com De Maio, o mecanismo envolvido na liberacdo das HSP
ainda ndo é totalmente esclarecido.

De acordo com KULTZ (2003) os genes que expressam as proteinas HSP sdo
conservados em todas as células; as proteinas HSP participam de funcdes celulares
como estabilizacdo e reparo de outras proteinas, DNA, cromatina e citoesqueleto,
controle do ciclo celular, regulacdo redox, metabolismo energético, metabolismo de
lipideos e eliminacdo de proteinas danificadas. Elas sdo divididas em diferentes familias
de acordo com peso molecular (hsp100, hsp90, hsp70, hsp60, hsp40, e pequenas HSP —
SANTORO, 2000). A grande maioria das HSP incluem proteinas normalmente
presentes e, em grande parte, essenciais para a funcéo celular (SCHLESINGER, 1990).

Os agentes estressores sdo efeitos do conjunto de fatores que pode alterar o
ambiente onde a célula se encontra, como pH, balanco hidro-eletrolitico, presenca de
agentes oxidativos, irradiacdo, luz ou inapropriada nutricdo (PRIBENSZKY e VAJTA,
2011). Quando a acdo do agente estressor melhora a funcdo celular, o estresse pode ser
considerado um impacto positivo (SELYE, 1975). Por outro lado, se o nivel de estresse
estd acima do limite de tolerancia, a morte celular programada ou necrose podem
ocorrer (HANSEN, 2007). Segundo Mattson (2008), um estresse subletal ativa uma
moderada resposta celular, a qual confere resisténcia ou tolerancia a um outro estresse

mais severo que poderia causar disfungdo celular, patologias e morte. Esta teoria se
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ajusta ao conceito geral conhecido como “hormesis”, que € caracterizado por uma
resposta bifasica ao estresse. Embora as fontes estressoras sejam diferentes, as respostas
frente ao estresse podem ser similares, sugerindo uma possibilidade de protecdo cruzada
(DU et al., 2008). Wouters et al. (1999) sugeriram que essas proteinas de estresse
apresentam um papel de protecdo na criopreservacdo. Estressores ambientais do
desenvolvimento embrionario podem induzir a ativacdo das HSP nas células
embrionarias, as quais protegem o embrido de danos celulares e aumentam a taxa de
sobrevivéncia durante um estresse subsequente (LUFT e DIX, 1999; DRIVER e
KHATIB, 2013).

A complexidade da evolugcdo dos seres vivos exigiu que as células
desenvolvessem uma vasta gama de mecanismos para regular a concentracdo de
proteinas e outros constituintes celulares. O mecanismo proteostatico € caracterizado
pela presenga das chaperonas que auxiliam outras proteinas na sua conformacdo e as
proteases que removem as proteinas que ndo se moldaram corretamente (HARTL et al.,
2011). Quando ha um aumento nas concentracdes de proteinas mal formadas, a resposta
ao choque térmico (do inglés “heat shock response” HSR) é ativada, aumentando a
expressdo dos genes das proteinas de estresse, que estdo presentes em todos
compartimentos subcelulares das células eucarioticas (TRINKLEIN et al., 2004;
HOOGENRAAD, 2017). Esta alteracdo na expressdo génica pode ser mensurada
através da quantificagdo de mRNA, utilizando a técnica de reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (g-PCR), procedimento usual para determinacdo da expressao
génica (ARYA et al., 2005).

Em espermatozoides de javali, a exposicdo a HHP aumentou a producdo de
proteinas que possuem papel importante no processo de fecundacdo. Foram
identificados o complexo redutase ubiquinol-citocromo C, perilipina e o precursor
carboidrato-proteina ligante AWN em concentracGes maiores que as amostras nao
tratadas com a pressdo (HUANG et al., 2009).

A HHP induziu alteracbes transcricionais em blastocistos de camundongos,
incluindo a supra-regulacdo dos genes Azinl, Gasb5, Gadd45g e Sod2 logo apds o
tratamento e do gene Gadd45g ap6s 120 min. Neste estudo a HHP ativou genes de
crescimento de curto e longo prazo e genes relacionados ao estresse oxidativo (BOCK
et al., 2010). Bock et al. (2016) observaram um efeito significativo em embrides de 4
células de camundongo derivados de odcitos tratados com HHP, revelando inimeros

genes envolvidos na sintese de proteinas que foram infra-regulados, sugerindo que a
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regulacdo da traducdo tem um papel importante na tolerancia ao estresse induzida pela
HHP.

Em blastocistos bovinos, Siqueira et al. (2011) observaram a supra-regulagao
de genes relacionados a mecanismos antioxidantes (Sod2 e GPX4), sintese de lipidios
(Erg25) e genes relacionados a tolerancia ao estresse (Hsp70). Ainda com blastocistos
bovinos, a HHP de 40 e 60 MPa promoveu a competéncia embrionaria através da infra-
regulacdo de genes associados a morte celular e apoptose. A alteracdo na expressdo de
genes também foi influenciada pela duracdo do periodo pés tratamento, sendo que em 1
hora p6s HHP houve mudanca na expressao dos genes relacionados a apoptose e morte
celular e nos embries com 2 h de repouso ap6s HHP houve mudanca na expressdo dos

genes relacionados a conformacéo de proteinas e ciclo celular (JIANG et al., 2016).

2.4. Alta presséo hidrostatica (HHP) e alta pressdo gasosa (HGP)

A tecnologia da alta pressao hidrostatica (HHP, do inglés "high hidrostatic
pressure™) para preservar a qualidade de produtos alimenticios remonta ao inicio de
1900, com observacdes sobre a vida til estendida e a qualidade do leite e esterilizacéo
de frutos (HITE, 1899; HITE et al., 1914). Estudos recentes indicam que o estresse
provocado por HHP pode induzir uma adaptacdo e aumento na tolerdncia em
procedimentos in vitro envolvendo gametas e embrides mamiferos (PRIBENSZKY e
Vajta, 2011).

De acordo com observacOes realizadas, a sobrevivéncia apds descongelacédo
(desenvolvimento continuo in vitro) de blastocistos de camundongos congelados
(PRIBENSZKY et al., 2005a), blastocistos bovinos produzidos in vitro
(PRIBENSZKY et al. 2005b, 2008a), odcitos de suinos (DU et al. 2008, PRIBENSZKY
et al. 2008b) e espermatozoides de touro e javali (PRIBENSZKY et al. 2007 e
PRIBENSZKY et al. 2006) foi significativamente maior quando um protocolo
otimizado de HHP foi aplicado antes do processo de congelacdo ou vitrificacdo. O
estresse subletal de HHP mostrou induzir mudancas no perfil protéico de
espermatozoides ou odcitos (HUANG et al. 2009 e PRIBENSZKY et al. 2008b). Jiang
et al. (2016) analisaram os efeitos da HHP no perfil transcricional de blastocistos
bovinos produzidos in vitro, sugerindo que o tratamento com a HHP promoveu a
competéncia de desenvolvimento dos embrides atraves de uma modesta reprogramacao

transcricional.

27



Romek et al. (2016) avaliaram o0s niveis de agentes oxidantes (ROS) em
embribes suinos em diferentes estdgios de desenvolvimento, concluindo que
blastocistos tratados previamente com HHP apresentaram menores niveis de ROS. De
forma modificada, Gu et al. (2017) aplicaram HHP em odcitos humanos antes da
vitrificagdo, o que aumentou a competéncia de desenvolvimento destes gametas
maturados in vitro, ndo prejudicando o fuso meiético, zona pelicida e DNA. A HHP
também foi utilizada em embrides de peixe zebra antes de serem resfriados a 0°C, o0s
quais obtiveram maior taxa de sobrevivéncia, melhor taxa de desenvolvimento e maior
proporcdo de morfologia normal no desenvolvimento (FARAGO et al., 2017).

A alta presséo gasosa, do inglés high gaseous pressure (HGP), de maneira
andloga a HHP, é um agente estressor ambiental e induz a adaptacdo das células,
tornando-as mais resistentes, sendo aplicavel em embribes mamiferos. Nossa equipe
adaptou uma camara gasosa capaz de suportar 6000 PSI (41,37 MPa) empregando
argonio gasoso. Utilizando esse equipamento, odcitos caninos foram expostos a HGP de
7,7 MPa por 1 hora, como um indutor de estresse antes de serem maturados in vitro. Os
resultados revelaram ndo haver alteracdo nas taxas de maturacdo dos odcitos tratados
com HGP quando comparados ao grupo ndo tratado (RODRIGUES et al., 2012).
Collares (2014) submeteu embrides murinos no estagio de 8 células por 2 e 4 h a HGP
de 15,7 MPa, o que ndo afetou o desenvolvimento in vitro e incrementou as taxas de re-
expansdo apds o descongelamento. Em experimento posterior, Becker (2016) expds
blastocistos murinos a distintas pressdes e tempos de exposi¢do, em quatro grupos
experimentais: (a) 20,7 MPa por 2 h (P20.T2); (b) 20,7 MPa por 4 h (P20.T4); (c) 27,6
MPa por 2 h (P27.T2); e (d) 34,5 MPa por 2 h (P34.T2), pareando todos 0s grupos com
controles ndo expostos a HGP. A taxa de eclosdo do Grupo P34.T2 foi
significativamente maior do que a dos controles criopreservados ndo expostos a HGP
(70,2% vs. 58,6%, p < 0,05); e neste estudo foi provado que a HGP ¢ aplicavel como
um agente estressor subletal sem perda da viabilidade embrionaria, € que o uso da HGP
de 34,5 MPa por 2 h prévio a criopreservacdo modificou positivamente a taxa de
sobrevivéncia in vitro destes embrides.

Os objetivos do experimento aqui proposto sdo determinar as taxas de
sobrevivéncia de blastocistos bovinos produzidos in vitro expostos previamente a HGP
e apos submetidos a vitrificagdo ou congelacdo convencional. A avaliacdo da
viabilidade in vitro destes embrifes sera avaliada através da determinacdo das taxas de

re-expansdo e eclosdo apos descongelacdo ou aquecimento.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Local de realizacao dos experimentos

Os experimentos foram realizados nas dependéncias do Laboratério de
Embriologia e Biotécnicas de Reproducdo da Faculdade de Medicina Veterinaria
(FAVET) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), entre agosto de
2017 até marco de 2018.

3.2. Meios e reagentes

Quando ndo mencionados, foram utilizados reagentes e produtos Sigma-Aldrich
(St. Louis, EUA) testados para embrides ou culturas celulares. Todos os meios foram
preparados com agua purificada pelo sistema Direct-Q3/Milli-Q synthesis (Millipore;
Bedford, EUA).

3.3. Obtencao dos complexos cumulus odcitos (COCs)

Ovérios bovinos foram coletados no frigorifico FrigoLéo (S&o Leopoldo-RS) e
transportados até o laboratério em recipiente térmico contendo PBS (8 g/L NaCl, 0,2
g/L KCI, 0,2 g/L KH,PO,, e 1,15 g/L Na,HPO,) aquecido a 30°C. Os CCOs foram
recuperados mediante puncdo de foliculos com diametro entre 3 e 8 mm, com auxilio de
uma agulha de 18G, acoplada a uma seringa descartavel de 5 mL. O liquido folicular foi
transferido para tubos de 50 mL e decantado. O precipitado foi depositado em placas de
Petri de 90 mm onde se realizou a procura dos COCs sob estereomicroscépio. Os CCOs
que apresentavam Cumulus oophorus compacto, com no minimo 3 camadas de células e
citoplasma homogéneo foram transferidos para placas de Petri de 35 mm contendo meio

de maturacdo onde foram selecionados para maturacao.

3.4. Maturacéo In Vitro

Os CCOs selecionados foram lavados e maturados em gotas de 100 pL de meio

de maturacdo sob 6leo mineral, meio este constituido pelo TCM-199 (Sigma, EUA),
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suplementado com 2,4 mM de NaHCOs, 2,2 mg/mL de piruvato de sodio, 50 uM de
cisteamina, 1% de gentamicina, 5 pg/mL de FSH suino (Folltropin-V; Bioniche Animal
Health, Bellevile, ON, Canada), 5 pg/mL de LH (Lutropin; Bioniche Animal Health), 1
ug/ml de Estradiol (Sigma), 100ng/ul de fator epidermal de crescimento (eGF) e 10%
de SFB (Invitrogen, Carlsbad, EUA), e incubados a 38,5°C por 24 h em estufa com
atmosfera de 5% CO; e umidade relativa do ar saturada.

Figura 3. A, complexos cumulus o6citos selecionados para maturagédo in vitro; B, complexos cumulus
odcitos expandidos ap6s maturacéo in vitro.

3.5. Fecundacéo e Cultivo in vitro

Apds a MIV, os CCOs foram lavados em trés gotas de meio FERT-TALP
(PARRISH et al., 1988). Uma hora antes do final do periodo de maturacdo, uma palheta
de sémen (de touro de reconhecida fertilidade in vitro e sanidade) foi descongelada em
banho-maria a 37°C por 50 s. O procedimento de segregacdo dos espermatozOides
utilizado foi o gradiente Percoll a 45 e 90% (v/v) que, juntamente com o sémen, foi
centrifugado a 1400G durante 10 min. O sobrenadante foi descartado, o pellet obtido em
0,5 mL de FERT-TALP e centrifugado a 700G durante 2 min. O pellet final foi entdo
ressuspenso em FERT-TALP e determinou-se a concentragdo de espermatozoides,
calculando-se uma dose inseminante de 1x10° espermatozoides/mL para cada gota de
FERT-TALP contendo 15 CCOs. Apo6s a FIV, as estruturas foram mantidas em
incubadora entre 18 e 20 h nas mesmas condic¢Ges atmosféricas da MIV. O dia da FIV
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foi considerado dia 0 (DO) para determinacdo dos estadios de desenvolvimento
embrionario.

Ao final do periodo de FIV, foi realizada a remocéo das células do Cumulus
oophorus, mediante pipetagem sucessiva em pipetador automatico. As estruturas
recuperadas foram lavadas em trés gotas de meio SOF (suplementado com 0,72 mM de
Piruvato de Na, 0,2mM de glutamina, aminoacidos e 1% de SFB) e transferidas para
gotas de 100uL do mesmo meio sob 6leo mineral e mantidas a 38,5°C em atmosfera de
5% O3, 5% CO, e 90% N, em estufa especial. Ao final de 96 h (D5) e de 144 h (D7) de
cultivo, realizou-se a avaliacdo da clivagem e do desenvolvimento embrionario ao

estagio de blastocisto, respectivamente.

3.6. Delineamento experimental

Os embrides em estadio de blastocisto de graus 1 e 2 foram selecionados no D7
e divididos aleatoriamente em 3 grupos:

1) Controle da PIV de embrides - Controle Fresco (CF): 166 blastocistos foram
mantidos em cultivo in vitro em meio SOF a 38,5°C em atmosfera com umidade do ar
saturada contendo 5% O, 5% CO, e 90% N,. Apos 72 h de cultivo foi avaliada a taxa
de ecloséo;

2) Controles da criopreservacdo: os blastocistos foram subdivididos em grupos
controle: controle da Vitrificacdo (CV) (n=104) e controle da Congelacdo (CC)
(n=126), os quais foram submetidos as técnicas de vitrificacdo ou de congelacéo
convencional respectivamente sem o tratamento prévio com HGP;

3) Tratamento com HGP: primeiramente, os blastocistos, foram expostos a HGP
de 27,5 MPa durante 2 h, ap6s, cultivados in vitro, por outras 2 h em meio SOF a
38,5°C em atmosfera com umidade do ar saturada contendo 5% O, 5% CO; e 90% N..
Por fim, os blastocistos foram subdivididos de forma aleatoria em 2 grupos: vitrificacdo
(PV) (n=133) ou congelacdo (PC) (n=121). Os embrides foram aquecidos ou
descongelados ap6s um minimo de 48 h de armazenagem em nitrogénio liquido. As
taxas de re-expansdo e de eclosdo foram determinadas as 24 e as 72 h de cultivo

suplementar em meio SOF, respectivamente.
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Figura 4. Esquema do delineamento experimental.

3.7. Tratamento com HGP e cultivo in vitro

Os embrides dos grupos experimentais PV e PC foram dispostos em criotubos
contendo 750uL de PBS + 0,1% PVP. Em seguida, os criotubos foram transferidos para
a camara de pressdo e submetidos a 27,5 MPa (pressdo gasosa) por 2 h. Apos o tempo
de exposicdo a HGP, a despressurizacdo da camara foi realizada lentamente com
reducdo de aproximadamente 2,5 MPa por minuto, com intervalos de aproximadamente
2 min a cada 5,5 MPa.

ApoOs a despressurizacdo, os criotubos foram retirados da camara de presséo, o
meio contendo os embrides foi transferido para placas de Petri, onde foi realizada a
identificacdo dos embriGes. Em seguida, os blastocistos foram transferidos para placas
de Petri que continham gotas de meio SOF sob oléo mineral e mantidos em cultivo
(38,5°C em atmosfera com umidade do ar saturada contendo 5% O, 5% CO; e 90% Ny)
por 2 h. Apos esse periodo, os embriGes foram vitrificados ou submetidos a curva de

congelacéo.

3.8. Vitrificagdo e reaquecimento dos embrides

O procedimento de vitrificacdo foi baseado na tecnologia OPS (do inglés "open

pulled straw™) originalmente descrita por Vajta et al. (1999a) e posteriormente
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modificado por Vieira et al. (2007). Foram utilizadas capilares de vidro aquecidos e
estirados manualmente para confeccdo de micropipetas de vidro (GMP). Os blastocistos
PV e CV, em grupos de até trés embrides, foram expostos durante 1 minuto a solucéo
de vitrificagdo 1 aquecida (PBS + 0,4% BSA + 3,2 M etileno glicol), depois expostos
por até 5 segundos a solucdo de vitrificacdo 2 (PBS + 0,4% BSA+ 9,6 M etileno glicol
+ 0,1% PVA + 0,5 M sacarose), imediatamente aspirados por capilaridade nas GMP,
imersos em nitrogénio liquido e armazenados por pelo menos 48 h até o aquecimento.
Para 0 agquecimento, as GMP foram retiradas uma a uma do nitrogénio liquido
para em seguida seu conteudo ser depositado em solucdo de aquecimento (PBS + BSA
0,4% + sacarose 0,25 M) a 37°C com auxilio de uma seringa de 1 mL acoplada a
extremidade oposta a localizacdo dos blastocistos. Os embriGes permaneceram neste
meio por 3 min, apds foram lavados em PBS e imediatamente depois transferidos para
meio SOF, onde foram cultivados. Apos 24 e 72 h em cultivo, foram avaliadas as taxas

de re-expansdo e de eclosdo respectivamente.

3.9. Congelacéo e descongelacdo dos embrides

Os blastocistos do grupo PC e CC foram expostos por 5 min a solugéo
crioprotetora (PBS + 0,4% BSA + 1,6M etileno glicol) e ap6s envasados em grupos de
até 5 embrides em palhetas de 0,25 mL. As palhetas foram entdo dispostas no
equipamento TK 2000, para realizacdo da curva rapida de resfriamento de 0,3°C/min até
alcancar -35°C, sendo apds as palhetas imersas em nitrogénio liquido, onde
permaneceram armazenadas até 0 momento da descongelacéo.

A descongelacdo das palhetas foi realizada em banho-maria a 37°C por 30 s,
sendo o seu contetdo diluido em 3 mL de solucdo de PBS + 0,4% BSA + 0,25M de
sacarose. Ap6s 3 min de exposicdo nesta solucdo, os embriGes foram lavados em PBS e
imediatamente depois transferidos para meio SOF, onde foram cultivados, sob as
mesmas condicBes do item 3.8 (ver acima). Apos 24 e 72 h em cultivo, foram avaliadas

as taxas de re-expansdo e de eclosdo respectivamente.
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3.10. Andlise estatistica

A andlise dos dados foi realizada através do programa SPSS 18.0.3 (IBM
Analytics, NY). As replicacbes foram analisadas através de correlacdo linear de
Pearson. As taxas de re-expanséo e ecloséo foram comparadas pelo teste * utilizando-
se a tabela de contingéncia com nivel de significancia de 0,5%.

4 RESULTADOS

4.1. Produgéo in vitro dos embrides bovinos

Durante o experimento foram realizadas 11 replicagcdes para a produgdo in
vitro de embrides bovinos. Foram coletados 879 ovéarios bovinos no abatedouro
FrigoLeo, os quais apresentaram peso total de 7.201 gramas. Destes ovarios, foram
aspirados 7.181 estruturas totais, representando 0,99 estruturas recuperadas por grama
de ovario. Das estruturas aspiradas, 3.306 oocitos foram submetidos a maturacao in
vitro.

A analise estatistica revelou uma correlacdo negativa (p<0,05) entre a
quantidade de ovarios, odcitos totais e oocitos em MIV com a taxa de clivagem (77%,
2.468/3.206). Por outro lado, a taxa de blastocistos ndo apresentou correlagdo com a
quantidade de ovarios de cada replicacdo (23%, 720/3.206). Os dados das replicacdes da
producdo de embrides estdo contidos na tabela 1.

O controle da producéo in vitro de embrides foi avaliado através da taxa de
eclosdo de blastocistos (controle fresco, CF) que ndo foram expostos a HGP nem
submetidos aos processos de criopreservacao. A taxa de eclosdo destes embrides foi de
74% (123/166).
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Tabela 1. Rotinas de producdo in vitro de embrides bovinos durante o periodo do

experimento.

OVARIOS PESO

OOCITOS OOCITOS ESTRUTURAS CLIVAGEM

BLASTOCISTOS

REPETICAO N (@ N EM MIV EM CIV D5 (%) D7 (%)

1 62 497 455 222 220 191 86.8 56 255

2 65 480 421 200 230 180 783 77 335

3 113 788 590 294 292 211 723 35 12.0

4 77 568 635 380 373 328 87.9 2 11.0

5 30 185 335 210 168 147 875 39 23.2

6 24 1715 180 114 160 120 75.0 40 25.0

7 85 642 768 420 406 320 78.8 151 37.2

8 110 874 922 450 402 295 73.4 50 124

9 98 1033 955 360 445 352 79.1 123 276

10 135 1390 1198 300 300 174 58.0 48 16.0

11 80 573 722 356 210 150 71.4 60 286
Total 879 7201 7181 3306 3206 2468 720 -
Média 79.9 6547  652.8 3005 2915 224.4 77.1 65.5 23
Mediana 80 573 635 300 292 191 78 50 25

Desvio Padrio 34.0 3569  300.1 104.3 101.8 833 8.8 378 8.9

descongelamento ou aquecimento e cultivo in vitro por 72h

4.2. Efeito da HGP sobre a viabilidade de blastocistos bovinos apds

As taxas de viabilidade in vitro dos blastocistos criopreservados (submetidos a

procedimentos de congelacao ou vitrificagdo) que foram ou ndo expostos previamente a

tratamento com HGP foram avaliadas. Apds 24 h de cultivo in vitro, os blastocistos do

grupo CV (59,6%, 62/104) apresentaram maior taxa de re-expansdo (P<0,05) quando
comparados aos grupos PC (46,3%, 56/121) e CC (45,2%, 57/126), nao diferindo
(P>0,05) do grupo PV (48,1%, 64/133) (tabela 2).
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Tabela 2. Efeito da HGP sobre a viabilidade de blastocistos bovinos ap6s criopreservacao

Taxa de eclosdo sobre

Grupos Experimentais N Re-expansdo 24 h (%)  Eclosdo 72 h (%) re-expandidos %
CC (Controle Congelagdo) 126 57 (45,2)* 31(24,6)° 54,4°2
PC (Pressdo Congelacéo) 121 56 (46,3)% 26 (21,5)° 46,4°
CV (Controle Vitrificacdo) 104 62 (59,6)" 32(30,8)° 51,6°
PV (Pressdo Vitrificagdo) 133 64 (48,1)° 47 (35,4)° 73,4°
CF (Controle Fresco) 166 - 123 (74,0)¢ -

Letras diferentes nas colunas de cada grupo experimental sdo estatisticamente diferentes (P < 0,05)

Apobs 72 h de cultivo in vitro, a taxa de eclosdo dos blastocistos do grupo pv
(35,4% 47/133) foi significativamente maior (p<0,05) que a dos blastocistos do grupo
PC (21,5%, 26/121). Considerando a taxa de eclosdo sobre o numero total de
blastocistos re-expandidos, observou-se uma maior taxa de eclosdo (P<0,05) dos
blastocistos do grupo PV (73,4%, 47/64) em relacdo aos grupos CV (51,6%, 32/62), CC
(54,4%, 31/57) e PC (46,4%, 31/57) (tabela 2).

Figura 5. Blastocistos dos grupos PV (A) e CV (B) 72 h apos vitrificagdo e reaquecimento. a, blastocistos

eclodidos; b, zonas pelicidas; ¢, blastocistos expandidos; d, embrides degenerados.
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5 DISCUSSAO

Atualmente, a biotécnica de PIV de embrifes bovinos é amplamente utilizada
e estabelecida em ciéncias basicas e aplicadas. Em vista disso, h4 uma vasta variedade
de protocolos e procedimentos, o que torna dificil a comparacdo da eficiéncia da PIV
entre os laborat6rios. Em nosso experimento, obtivemos uma taxa média de blastocistos
de 23% (720/3.206), resultados que se assemelham a outros estudos que obtiveram
taxas de blastocistos no D7 de 28,3% (ENRIGHT et al. 2000); 27% (RI1ZOS et al.,
2003), 31% (NEDAMBALE et al., 2004), 22,4% (BOTIGELLI et al., 2018). N&o houve
correlacdo entre a producdo de blastocistos e as replicagbes. Entretanto, houve
correlacdo negativa entre a quantidade de ovarios, de odcitos totais e de oocitos em
MIV em relacdo a taxa de clivagem. Isso se deve provavelmente ao maior tempo e
maior manipulagdo necessaria das estruturas em uma replicagdo com maior namero de
ovarios, 0 que poderia prejudicar as taxas de desenvolvimento embrionario. Além disso,
é importante a consideracdo da origem oocitaria na efetividade da PIV de embribes
bovinos (MERTON et al., 2003). No presente trabalho, os oocitos foram obtidos de
ovarios de abatedouro, sem conhecimento do status reprodutivo e nutricional dessas
fémeas, fatores que poderiam afetar a qualidade dos odcitos e a efetividade da PIV.

Neste trabalho descrevemos o emprego da HGP como um agente indutor de
estresse subletal no possivel incremento da viabilidade in vitro de blastocistos bovinos
produzidos in vitro que foram submetidos a vitrificacdo ou a congelacdo convencional.
A camara de alta pressdo gasosa revelou ser de simples utilizacdo, sendo facilmente
aplicavel previamente nas rotinas de criopreservacdo de embrides. A exposicdo dos
embrides a HGP de 27,5 MPa por 2 h ndo apresentou efeitos deletérios sobre a taxa de
re-expansdo e eclosdo de blastocistos cultivados in vitro ap6s a criopreservacao,
comparados com o0s embrifes que ndo foram expostos a HGP. De forma semelhante, em
estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, foram avaliados os efeitos da HGP sobre
a viabilidade in vitro de embrides murinos. Os resultados relatados por Collares (2014),
Becker (2016) e os obtidos em nosso experimento, quando comparados 0S grupos
tratados com seus respectivos controles, ndo revelaram diferencas na capacidade dos
embrides em eclodirem, indicando que a HGP nédo exerce efeitos deletérios sobre a
continuidade do desenvolvimento in vitro. Pribenszky et al. (2005a), expondo

blastocistos murinos a HHP (90 MPa por 1 s ou 30 MPa por 120 min) previamente a
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criopreservacdo, obtiveram taxas de eclosdo dos embrides estressados pela HHP
equivalentes as dos controles, resultado similar ao observado em nossos estudos.

Diversamente, Pribenszky et al. (2005b, 2008a) utilizando a HHP como
tratamento prévio a criopreservacao de blastocistos bovinos PIV, relataram maiores
taxas de re-expansdo e eclosdo apds o aquecimento ou descongelacdo. Uma vez que as
taxas de re-expanséo e ecloséo de blastocistos bovinos criopreservados sdo parametros
utilizados como critério de sobrevivéncia e estimativa do potencial de desenvolvimento
do embrido (Aksu et al., 2012), optamos por analisar também o parametro taxa de
eclosdo sobre o nimero total de blastocistos re-expandidos de cada grupo. A partir desta
analise, os blastocistos do grupo PV revelaram taxa de eclosdo significativamente maior
(P<0,05) que a observada nos grupos CV, PC e CC, sugerindo que os blastocistos que
sobrevivem a HGP e ao processo de vitrificacdo apresentam maior resisténcia no
desenvolvimento do que os blastocistos somente vitrificados.

Comparando-se somente o tipo de criopreservacao utilizado, independentemente
da exposicdo a HGP, os embrides do grupo CV revelaram maior taxa de re-expansao em
relacdo aos embrides dos grupos PC e CC. Os blastocistos do grupo PV apresentaram
maior taxa de eclosdo em relacdo aos do grupo PC. Dessa maneira, nosso estudo sugere
que a vitrificacdo induz melhores resultados de viabilidade embrionaria in vitro apos o
aquecimento quando comparada com a congelacdo convencional. No entanto, a técnica
de vitrificacdo ainda carece de aprimoramento para que seja possivel sua aplicabilidade
comercial. Diferentes trabalhos debatem a eficiéncia dos métodos de criopreservacao de
embrides PIV. O congelamento convencional é caracterizado por formar cristais de gelo
no interior da célula (MAZUR, 1970; VAJTA e NAGY, 2006), o que eventualmente
leva a danos celulares e a morte embrionéria. A vitrificacdo envolve a eliminacdo da
formacdo de gelo intracelular e a formacdo de uma fase vitrea a -196°C, utilizando altas
concentracbes de crioprotetores e ultra-rapida velocidade de resfriamento, como
demonstrado em embrides bovinos por Anzar et al. (2014). Os dados obtidos por
Nedambale et al., (2004) e Mucci et al., (2006) chancelam o0s nossos resultados, pois a
vitrificacdo resultou em maior sobrevivéncia do que o congelamento convencional de
embrides bovinos, mesmo quando aplicadas diferentes técnicas de vitrificacdo, abertas
ou fechadas (Yu et al., 2010). Por outro lado, Stinshoff et al. (2011) ndo observaram
diferencas na taxa de eclosdo de blastocistos vitrificados ou congelados. Em outro
estudo, as taxas de prenhez de embribes bovinos criopreservados através de vitrificacdo

ou congelamento convencional foram semelhantes (van Wagtendonk-de Leeuw et al.,
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1997). Nossos dados sinalizam uma superioridade da técnica de vitrificagdo em
preservar a viabilidade de embrides PIV, assim como a vantagem da induc&o de estresse
subletal através da exposicdo a HGP, proporcionando uma maior resisténcia aos
processos de criopreservacéo.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, o tratamento com HGP n&o interferiu na competéncia de
desenvolvimento in vitro dos blastocistos tratados que foram submetidos a vitrificagdo
ou a congelacdo. Levando em consideracdo os blastocistos eclodidos sobre o total de re-
expandidos, o tratamento com HGP incrementou a competéncia de desenvolvimento in
vitro dos embribes que foram submetidos & vitrificacdo. S80 necessarios mais estudos
para melhorar os parametros de tratamento, bem como para estudar os fundamentos
biofisicos e biol6gicos moleculares que podem esclarecer o comportamento das células

embrionarias face a criopreservacéo.
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7 PERSPECTIVAS

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pretende-se testar diferentes
medidas de pressdo, a fim de identificar o melhor nivel de estresse subletal que levaria a
uma taxa de sobrevivéncia similar ou maior a dos grupos ndo tratados com HGP.

Andlises de expressdo génica dos grupos tratados com HGP devem ser
realizadas com o intuito de compreender os mecanismos que estdo envolvidos na
resisténcia embrionaria aos estresses subsequentes. Inicialmente os genes a serem
avaliados serdo CASP7, NET1, HSPH1, HSPB8, BAX, BCL-2, pela importancia no
processo apoptético e proliferacdo celular.

Além disso, espera-se empregar a HGP em diferentes estadios de
desenvolvimento de embrides bovinos PIV, a fim de encontrar 0 mais conveniente para
aplicar este tratamento em um sistema comercial, como uma alternativa de tornar estes
embrides mais resistentes a criopreservacgao.

A contagem do numero total de células deve também ser realizada apos a
exposicdo a HGP e apds criopreservacdo, uma vez que o desenvolvimento embrionario
e fetal normal é dependente do niumero total de células.

Embora a vitrificacdo resulte em melhores resultados de viabilidade embrionaria
in vitro apds o aquecimento quando comparada com a congelacdo convencional; a
adocdo da vitrificacdo como método de criopreservacao a nivel comercial é prejudicada
pelas diferencas de eficiéncia entre os protocolos existentes e pela inconsisténcia dos
resultados entre os laboratdrios. Por isso, a técnica de vitrificacdo ainda carece de
aprimoracdo para que seja possivel sua aplicacdo comercial.

A melhoria zootécnica dos animais de producdo € um objetivo constante para
os criadores e pesquisadores, que visam incrementar o nimero de descendentes de
fémeas selecionadas, reduzindo o intervalo entre as geracGes. Além das alternativas para
melhorar a sobrevivéncia de embrides apds a criopreservacdo, como o contelido citado
no presente trabalho, diversas tecnologias tém sido empregadas para alcancar uma
maior eficiéncia reprodutiva, tais como a inseminacéo artificial, a FIV, a transferéncia
de embriBes, a criopreservacdo de embribes, a clonagem, a transgenia, a sexagem de
sémen e embribes, a tecnologia de células tronco, a gendbmica de embrides, a micro e a
nanotecnologia, que foram e estdo sendo introduzidas nos diferentes sistemas de

producéo e melhoramento animal.
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