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RESUMO

A alta pressdo gasosa (HGP, do inglés high gaseous pressure) tem sido descrita como
um agente estressante capaz de induzir respostas ao estresse subletal, fornecendo protecao
celular e estimulos positivos a desafios subsequentes, como a criopreservagdo, producéo in vitro
de embribes (PIVE) , entre outras biotécnicas da reproducdo, embora os mecanismos celulares,
a modulacdo epigenética e as modificacdes no padrdo de expressdo génica envolvidos ainda ndo
estejam totalmente elucidados. Este principio foi investigado em gametas bovinos e embribes
murinos no presente trabalho. Foram realizados dois experimentos independentes. No primeiro,
avaliou-se o efeito da exposicdo de odcitos bovinos no estadio de vesiculas germinativa a HGP
na eficiéncia e cinética de desenvolvimento da PIVE por fecundacdo in vitro (FIV). Os
resultados revelaram que odcitos expostos a HGP em temperatura ambiente apresentaram taxa
de maturacdo in vitro (MIV) e cinética de desenvolvimento até o estadio de blastocisto
semelhantes ao controle mantido em condicBes ideais durante o tratamento do grupo
experimental, diferentemente do observado no grupo com CCOs mantidos em temperatura
ambiente durante a exposi¢do a HGP. Em um segundo experimento, observou-se as alteragdes
no padrdo de expressdo génica de blastocistos murinos expostos previamente a alta pressao
gasosa no estaddio de embrido de 8-células, bem como se este desafio alterava a taxa de
sobrevivéncia destes blastocistos apds serem submetidos ao processo de criopreservacdo. A
analise do padrédo de transcricdo revelou que um gene associado ao estresse oxidativo (Sod2)
teve sua expressao aumentada, enquanto genes de proliferacao e desenvolvimento (1gf2 e Igf2R)
tiveram sua expressao reduzida, quando comparados com os embrides no estadio de 8-células,
embora a relacdo I1gf2/Igf2R nao demonstrou ser afetada. O tratamento por HGP mostrou-se
eficiente no aumento da taxa de sobrevivéncia de blastocistos apds a criopreservacdo. Os
experimentos permitiram concluir que a resposta ao estresse subletal estimulada pela HGP ¢
eficiente na melhora da performance de gametas femininos e embrides submetidos a novas

situacdes estressantes.

Palavras-Chave: Alta pressao gasosa, HGP, gameta, embrido, estresse subletal



ABSTRACT

High gaseous pressure (HGP) has been described as stressor, providing cell protection
and positive stimuli to subsequent challenges like cryopreservation, embryo in vitro production
(IVP), among other reproduction biotechnologies, although cells mechanisms, epigenetic
modulation and transcriptional modifications are not totally elucidated. This principle was
investigated in bovine gametes and murine embryos in this report at two independent studies.
First, the effect of bovine oocyte exposure to HGP in germinal vesicle stage was evaluated to
efficiency and development kinect of IVVP by in vitro fertilization (IVF). Results showed that
oocytes exposed to HGP at room temperature had in vitro maturation (IVM) rate and
developmental kinect to reach the blastocyst stage similar to control group kept in ideal
conditions during experimental group treatment, differently that what was observed in the group
with COCs just kept at room temperature during HGP exposure. In the second experiment,
modifications in transcriptional response were observed in murine blastocysts previously
exposed to HGP when embryo 8-cells stage, as well if this challenge modified survival rate of
this blastocysts after cryopreservation procedures. The analysis of the transcriptional pattern
revealed that a gene associated to oxidative stress (Sod2) was upregulated, while genes of
proliferation and development (Igf2 and 1gf2R) were downregulated, when compared with 8-
cells embryos, even though the ratio 1gf2/1gf2R appeared not be affected. HGP treatment
showed to be efficient to improve blastocyst survival rate to cryopreservation. The experiments
enable inferring that subletal response stimulated by HGP was efficient to enhance performance

of female gametes and embryos exposed to new stressor situations

Palavras-Chave: High gaseous pressure, HGP, gamete, embryo, subletal stress
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1.1 INTRODUCAO

A producdo in vitro de embrides (PIVE) é atualmente uma das biotecnologias
reprodutivas de maior relevancia na pecuaria bovina, facilitando a producdo em larga escala de
embrides geneticamente superiores e permitindo a transferéncia de embrides a custos reduzidos
(KOCYIGIT, 2016). Entretanto, esta tecnologia de reproducao assistida (TRA) expde gametas
e embrides a condi¢des nao-fisioldgicas, podendo levar a um desenvolvimento anormal (DELL

COLLADO, 2017).

As Ultimas estatisticas publicadas pela Sociedade Internacional de Tecnologia de
Embrides (IETS - International Embryo Technology Society), referente ao ano de 2016, revelam
que foram produzidos no Mundo mais de 666.000 embrides, e, destes, transferidos
aproximadamente 450.000 (73% de embrides frescos e 27% congelados), sendo que o Brasil
responde por aproximadamente 52% deste total. (PERRY, 2017). Embora haja crescente
interesse na PIVE, ela necessita de aprimoramento visto que no Brasil apenas em média 35%
dos odcitos utilizados chegam ao estadio de blastocisto para serem transferidos. Em torno de
20% destes embrides produzidos no Brasil ndo sdo transferidos em funcdo de ndo haver um
numero suficiente de receptoras e, infelizmente, a criopreservacdo em larga escala ainda néo é
economicamente viavel para a utilizacdo destes embrides em funcdo da reduzida taxa de

sobrevivéncia apds o reaquecimento ou descongelamento (BECKER, 2016).

Embrides produzidos in vivo (P1V) apresentam consideraveis diferencas se comparados
com embrides produzidos in vivo (IVD — in vivo derived), uma vez que os sistemas de cultivos
atuais ainda ndo conseguem mimetizar perfeitamente o ambiente uterino materno
(LONERGAN; FAIR, 2008). Segundo Crosier et al. (2001) estas diferencas devem-se a maior
quantidade de vacuolos, a reduzida expressao de comunicacdes intercelulares, & compactagdo

menos pronunciada, a massa celular interna geralmente menor com e menos células, e a menor
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quantidade de células totais. O grande acumulo de lipideos intracelulares e o decréscimo na
quantidade de mitocondrias também influenciam nessa reducdo de viabilidade (FARIN;
FARIN; PIEDRAHITA, 2004), bem como diferencas na expresséo de genes importantes para

o0 desenvolvimento embrionario (MUNDIM, 2009).

Desta forma, a busca na identificacdo de mecanismos e estratégias para 0 aumento da
viabilidade de embriGes PIV é uma constante entre os pesquisadores da area. Entre as
alternativas propostas, estd a inducdo de estresse subletal, visando obter uma resposta ao
estimulo que, em teoria, promove uma rea¢do cruzada de protecdo aos sistemas de cultivo (DU
et al., 2008). Para esta reacdo positiva frente as situagdes em tese prejudiciais denominou-se
hormesis (SAGAN, 1991). Na area da embriologia, acreditava-se que seres vivos em estagios
iniciais eram mais suscetiveis as influéncias externas do que em qualquer outro estagio de sua
vida (WILSON, 1973). Sendo assim, a proposta dos laboratérios de producdo embrionaria
sempre visou a menor interferéncia possivel nas células, e a ideia de que procedimentos
laboratoriais poderiam melhorar a producdo embrionadria sempre foi tida como utdpica
(PRIBENSZKY et al., 2010). A partir da observacédo de reposta hormética em microrganismos,
embriologistas passaram a utilizar essa ferramenta em embrides e gametas como uma forma de

aprimorar as TRA (PRIBENSZKY; VAIJTA, 2011).

O uso da alta pressdo hidrostatica (HHP — high hydrostatic pressure) tem sido
documentado como uma promissora técnica na inducdo de resposta hormética em gametas e
embribes mamiferos. Entre as pesquisas ja realizadas, avaliou-se o efeito da HHP na
sobrevivéncia de blastocistos murinos 1D submetidos ao protocolo de criopreservacao apos 0
tratamento. Da mesma forma, utilizou-se protocolos de HHP em blastocistos bovinos PIV
(PRIBENSZKY et al., 2005b, PRIBENSZKY et al., 2008a), odcitos suinos (DU et al., 2008,
PRIBENSZKY et al., 2008b), e espermatozoides de touro (PRIBENSZKY et al., 2007) e javali

(PRIBENSZKY et al., 2006). Em comum a todos estes relatos cientificos, esta a observacao de
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um aumento significativo na sobrevivéncia apds a criopreservacdo quando submetidos

previamente a um protocolo de HHP.

Paralelo aos trabalhos com a HHP, nosso laboratoério desenvolveu um sistema utilizando
como agente indutor a alta pressao gasosa (HGP — high gaseous pressure). Incialmente, o6citos
caninos foram submetidos ao protocolo e demonstrou-se que a HGP ndo diminuia a taxa de
maturacdo (RODRIGUES et al., 2012). Experimentos posteriores utilizando embrides murinos
IVD apresentaram resultados também demonstrando que a HGP ndo afetava negativamente a
viabilidade e o desenvolvimento embrionarios (COLLARES, 2014; BECKER 2016). Além de
ndo se mostrar prejudicial, em alguns protocolos a HGP mostrou ser um fator positivo na

capacidade do embrido atingir o estadio de basltocisto (BECKER 2016).

O objetivo deste trabalho foi, no primeiro experimento, determinar as taxas de
maturacao in vitro e desenvolvimento embrionario in vitro ao estadio de blastocisto a partir da
PIVE bovinos, empregando gametas previamente expostos a HGP. Em conjunto com a analise
de gametas bovinos, procuramos, no segundo experimento, avaliar a expressdo génica relativa
de diferentes genes de embriGes murinos produzidos in vivo em estadio de blastocisto expostos

previamente a HGP no estadio de 8-células.

1.2 Producdo in vitro de embrides

A PIVE tem se tornado uma das biotecnologias da reproducdo animal de maior
importancia comercial na difusdo de diferentes genomas, pois além de ser uma ferramenta para
aceleracdo dos programas de melhoramento genético, é a base para outras biotecnologias como,

pro exemplo, a transferéncia nuclear e a transgenia (SALVIANO, 2014)
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Relatos sobre esta biotecnologia existem desde o final do século XIX, descrevendo que

a apos a adi¢do de sémen em cultivos de odcitos de coelhos e cobaias, ocorria a divisao celular
destas estruturas (SCHENK, 1878 apud BIGGERS, 2012). Resultados controversos sobre o
primeiro animal nascido ap6s fecundacéo in vitro (FIV) sucederam-se até que, em 1951, Chang
relatarou o nascimento de coelhos gerados por FIV. Pesquisadores continuaram investigando
fendmenos associados a PIVE como a capacitacdo espermatica de espermatozoides humanos
(YANAGIMACHI; CHANG, 1963), obteng@o de embrides murinos PIV (WHITTINGHAM,
1968), maturacdo in vitro (MIV) e FIV de odcitos bovinos (IRITANI; NIWA, 1977),
culminando com o nascimento do primeiro bezerro a partir de um 6vulo maturado in vivo,
fecundado e cultivado in vitro, e transferido posteriormente para uma receptora (BRACKETT
et al., 1982). Os processos de PIVE continuaram sendo esclarecidos de forma detalhada até que
em 1987, Lu et al. descreveram 0 nascimento do primeiro bezerro em que 0s processos de
maturacao, fecundacdo e cultivo foram realizados totalmente in vitro. A eficiéncia da PIVE,
representada pelas taxas de fecundacéo e clivagem aumentaram significativamente desde ent&o,
particularmente apds a descoberta do efeito da heparina na capacitacdo espermatica (PARRISH,;

SUSKO-PARRISH; WINER, 1988).

Como consequéncia, houve uma rapida evolucdo da técnica e 0 nimero de embrides
PIV (VIANA; CAMARGO, 2007). Esse crescimento chegou a 42% do total de embribes
produzidos no mundo, atingindo a marca de mais de meio milhdo de embribes PIV no ano de

2017 (PERRY, 2017).

O Brasil destaca-se na PIVE como principal ferramenta de producéo por criadores, pois
esta apresenta maior flexibilidade em relacdo a producdo convencional de embrides 1VD
(VIANA; CAMARGO, 2007). Entre os fatores se destacam a capacidade de uso frequente, a
ndo necessidade de estimulagdo hormonal, possibilidade de utilizacdo de animais pré-puberes,

em idade avancada e em inicio de gestacdo, sendo assim também uma técnica de escolha em
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animais com problemas reprodutivos adquiridos e que ndo respondem a superovulagdo

convencional (HANSEN, 2007)

De maneira geral, a PIVE pode ser dividida em duas principais etapas, sendo elas, a
obtencédo de odcitos pela aspiracdo folicular ovariana (OPU — ovum pick-up) ou aspiracdo de
ovarios post mortem, normalmente provenientes de abatedouros, e a etapa laboratorial, esta
subdividida em maturacdo in vitro, fecundacdo in vitro e cultivo in vitro (CIV). Apesar do
avanco nas técnicas e volume de PIVE nas Ultimas décadas, a eficiéncia da producdo ainda esta
longe de ser considerada ideal, visto que, em bovinos, 90% dos o6citos submetidos & MIV
atingem a fase de metafase 1l (MIl), 80% s&o fecundados e menos de 40% chegam a fase de

blastocisto (LONERGAN; FAIR, 2016).

1.3 Recuperacéo e qualidade oocitaria

A recuperacdo de odcitos € a base da PIVE (PIETERSE et al., 1988). As principais
técnicas utilizadas para a obtencdo dos odcitos sdo a aspiracdo dos foliculos de ovarios
provenientes de abatedouros ou recuperacdo através da aspiracdo folicular transvaginal guiada

por ultrassom.

A aspiracao folicular de ovarios de abatedouros tem como principal caracteristica a alta
heterogeneidade entre 0s o6citos provenientes de animais de diversos fundos genéticos. A
recuperacdo dos o0citos € baseada na aspiracdo dos foliculos visiveis na superficie do ovario.
Estes o6citos apresentam variabilidade na sua competéncia em maturar e serem fecundados pelo
espermatozoide (BILODEAU-GOESEELS; PANICH, 2002). A grande desvantagem desta
tecnologia é a falta de reprodutibilidade, uma vez que a fémea doadora ja foi abatida, impedindo

assim novas coletas do mesmo animal.
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O desenvolvimento da técnica de recuperacdo de oocitos aspiragdo folicular transvaginal

teve grande impulso apds o nascimento dos primeiros seres humanos gerados por FIV e
transferéncia de embrides por Steptoe e Edwards em 1978, sendo o0 maior avan¢o a mudancga do
uso do laparoscdpio para as técnicas de aspiracdo transvaginal orientada por ultrassonografia
(FEICHTINGER; KEMETER, 1986), eliminando assim a necessidade de abordagem cirdrgica
dos ovérios. A associacdo das técnicas de aspiracdo folicular e PIVE (OPU-PIVE) foi
considerada como uma alternativa aos programas classicos de superovulacdo (CASTILHO et
al., 2009), pois concentrou a sua utilizacdo em animais de alto valor genético e, principalmente,
em animais com problemas de fertilidade adquiridos ou com historico de insucesso na

superovulacdo (SCHERNTHANER et al, 1999).

Varios pontos sdo considerados chaves no sucesso da PIVE. O fator materno (conteudo
citoplasmatico e nuclear do odcito, proteinas e RNAm) é fundamental para que os gametas
suportem a FIV e o desenvolvimento embrionario (CAMARGO et al., 2006). O ambiente
folicular ao qual estava submetido o odcito ou as condi¢cdes ambientais em que as doadoras
foram mantidas também influenciam na qualidade e competéncia oocitaria (LONERGAN et al.,
1994; ARLOTTO et al., 1996, WOLFENSON; ROTH; MEIDAN, 2000). O diametro do odcito
consta como um dos fatores mais importantes citados na literatura visto que esta relacionado
com o acumulo de RNAm e proteinas (FAIR; HYTTEL; GREVE, 1995, MEIRELLES et al.,
2013). Estudos demonstraram que o0citos de menor didmetro tem maior probabilidade de
apresentar anomalias cromossomais (LECHNIAK; PERS-KAMCZYC; PAWLAK, 2002).
Segundo a metodologia proposta por Gongalves, Visintin e Oliveira (2002), a classificacdo do

odcito é realizada com escala gradativa de qualidade morfoldgica de 1 a 4, sendo:

- Grau 1: células do cumulus compactas presentes, com mais de trés camadas, ooplasma
com granulac@es finas e homogéneas preenchendo o interior da zona peldcida e de coloragdo

marrom,
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- Grau 2: células do cumulus compactas presentes parcialmente o redor do oécito, com
menos de trés camadas, ooplasma com granulacfes distribuidas heterogeneamente e

preenchendo o espaco interior da zona pellcida;

- Grau 3: células do cumulus presentes, porém expandidas, ooplasma retraido com
espacos entre a membrana celular e a zona pelucida, preenchendo irregularmente o espaco

perivitelineo, degenerado, vacuolizado ou fragmentado;
- Grau 4: odcito desnudo ou sem células do cumulus.

A capacidade de o6citos mamiferos em maturarem in vitro estd correlacionada com a
atividade ovariana, o crescimento folicular e a presenca ou auséncia de células do cumulus,
formando o complexo cumulus-oophuros (CCOs), sendo esse uUltimo, necessario para o
transporte de energia e a promogédo da maturacdo do odcito bovino de modo que a sua presenca
circundando os odcitos parece ser mais importante para a MIV que a atividade ovariana ou o

tamanho folicular (SATO; IRITANI; NISHIKAWA, 1977; FUKUI; SAKUMA, 1980).

1.4 Maturacéo oocitaria

Em geral, as duas formas pelos quais os meios de cultivo sdo confeccionados séo
baseadas no principio de escolha do proprio embrido (“Let the embryo choose”; BIGGERS;
MCGINNIS, 2001) ou na tentativa de mimetizar o ambiente no qual as estruturas se encontram
no organismo (“Back to nature”; LEESE, 1998). Nesta ultima abordagem, os meios de cultivo
de odcitos para MIV mimetizam o ambiente folicular, os meios de FIV mimetizam o ambiente
interno a ampola da tuba uterina, e meios de CIV, as secre¢des encontradas na tuba uterina

(SUMMERS; BIGGERS, 2003).
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Em mamiferos, a maturagdo oocitéria € definida como a sequéncia de eventos que
ocorrem desde o0 estagio de vesicula germinativa até o término da segunda divisdo meidtica com
a formacdo do segundo corpusculo polar (BLANCO et al., 2011). Esta maturacdo envolve
complexos eventos nucleares, citoplasmaticos e moleculares que ocorrem de maneira sincrénica
antes da ovulacdo (FERREIRA et al., 2009). In vivo, essa retomada da meiose é iniciada pela
onda pré-ovulatéria de horménio luteinizante (LH — luteinizing hormone), ocorrendo somente
em odcitos competentes provenientes de foliculos dominantes. Até este momento, 0 00cito
ainda é circundado pelas células compactas do cumulus, e as juncdes gap existentes entre as

células do cumulus e o odcito sio desfeitas ao longo deste processo (SANCHEZ; SMITZ, 2012).

Os sinais que desencadeiam a maturacdo oocitaria sdo provenientes das células
foliculares que circundam o odcito (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005), uma vez que estes
altimos ndo possuem nenhum receptor de LH (PENG et al., 1991). Os foliculos respondem a
onda de LH mudando a producéo de esteroides pelas células da granulosa e produzindo acido
hialurénico pelas células do cumulus. O ambiente de predominéancia estrogénica passa a ter
predominancia progesterdnica; e o acido hialurénico produzido leva a mucificacéo e expansao
das células do cumulus, bem como ao rompimento das juncdes comunicantes existentes entre

estas células e o oocito (PICTON; BRIGSS; GOSDEN, 1998).

1.4.1 Maturacdo nuclear

A maturacdo nuclear é caracterizada pela habilidade do o6cito em retomar a meiose até
0 estagio de MII, podendo ser observada pela extrusdo do segundo corpusculo polar e pelo
aparecimento da segunda placa metafasica (WATSON, 2007). Os odcitos sdo mantidos em M|

até a fecundacdo, quando a ativacdo do estimulo realizado pela penetracdo do espermatozoide
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desencadeia o término do ciclo da meiose e inicia o desenvolvimento embrionario (VAN DEN

HURK; BEVERS; DIELEMAN, 1999).

A base molecular que rege o processo de matura¢do do od4cito em resposta ao pico de
LH envolve vérias vias regulatdrias, tais como a alteracdo da fosforilacdo de proteinas, o
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) e os niveis de calcio (BORNSLAEGER; MATTEI;

SCHULTZ, 1986; HOMA, 1995; GORDO et al., 2001).

1.4.2 Maturac&o citoplasmatica

A maturacdo citoplasmética € adquirida ap0s o o0cito se tornar meioticamente
competente e esta relacionada com a capacidade do oocito em ser fecundado e formar um
embrio viavel (SANCHEZ; SMITZ, 2012), caracterizando-se pela reorganizacdo de organelas
citoplasmaticas (MAO, 2014). No contexto das organelas, a falha no deslocamento das
mitocéndrias presentes na periferia do oocito na fase de vesicula germinativa para a regiao
central do citoplasma na fase de MII esta relacionado com baixas taxas de desenvolvimento

embrionario (BAVISTER; SQUIRRELL, 2000).

A formacdo dos granulos corticais esta relacionada com a hipertrofia e proliferacdo dos
complexos de Golgi durante o desenvolvimento do odcito (LI1U, 2011). Quando imaturos, 0s
odcitos apresentam distribuicdo aleatdria dos granulos corticais no citoplasma, porém durante
a maturacdo, ocorre migracdo destes granulos para a periferia onde ficardo dispostos até o
momento da fecundacdo (MAO, 2014). Esta organela esta envolvida com o impedimento da
poliespermia através da exocitose calcio-dependente apds o contato do primeiro espermatozoide
junto ao odcito (LIU 2011), este e outros processos relacionados @ maturacao citoplasmatica

ainda nédo estdo completamente esclarecidos (MAO, 2014).
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1.4.3 Maturacdo molecular

Para dar continuidade ao desenvolvimento embrionario, o odcito passa por gradativas
mudangas que incluem um remodelamento fisico e molecular do seu contetido genético (FAIR
etal., 1996). A ativacdo do genoma embrionario ou transicdo materno-zigética é um fenémeno
complexo caracterizado pela iniciacdo da transcricdo no embrido e a substituicdo do RNAmM
materno pelo RNAmM embrionario através de eventos nucleares e citoplasmaticos (ADJAYE et
al., 2007). Em bovinos, esta etapa ocorre essencialmente no estadio de oito a dezesseis células,
quando ha um aumento na duracgéo do ciclo celular provavelmente devido ao inicio da atividade
transcricional embrionéria, entretanto, had ocorréncia de atividades menores de transcricao
embrionaria no estadio de uma a duas células, sugerindo que a iniciagdo da transcricdo ndo esta

vinculada a determinado estadio de desenvolvimento embrionario (BADR et al., 2007).

Mamo et al. (2011) reportaram um estudo trasncripténico no qual 75% dos transcritos
encontrados no 00citos estdo mais expressos na fase imatura, reforcando a ideia de que a maioria
dos transcritos acumulados na fase de vesicula germinativa é que irdo coordenar o subsequente

desenvolvimento oocitario até a ativacdo do genoma embrionario.

1.5 Maturacdo in vitro

A reproducdo da maturacdo oocitaria in vitro tem sido realizada com sucesso nos
protocolos de PIVE, visto que dos odcitos bovinos submetidos a MIV, 90% atingem a etapa
correspondente a ovulacdo (LONERGAN; FAIR, 2014). Esse sucesso deve-se pelo uso de

meios complexos ricos em aminoacidos, vitaminas, dentre outros componentes (abordados
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posteriormente), suplementados com meios indefinidos, como soro fetal bovino (abordados

posteriormente), bem como a presenca de hormonios e fatores de crescimento.

Uma melhor expansdo das células do cumulus é observada quando os horménios LH e
foliculo estimulante (FSH — follicle stimulating hormone) sdo adicionados aos meios de
maturacdo (YOUNIS; BRACKETT, 1992). O FSH induz a retomada da meiose, o estimulo a
expansdo e ao aumento de receptores de LH pelas células do cumulus, e 0 consequente

favorecimento a fecundacdo (GOTTARDI; MINGOTI, 2009).

A adicéo de fator de crescimento epidermal (EGF — epidermal growth factor) tem por
finalidade o desenvolvimento de um papel sinérgico no desenvolvimento oocitario, pois previne
alteracdes desfavoraveis na estrutura da zona peltcida e favorece a manutencdo da aderéncia
das células do cumulus ao odcito (HEWITT; WATSON; ENGLAND, 1998). O EGF estimula
a sintese de glutationa intracelular no odcito e, como efeito, protege 0 DNA, auxiliando na
sintese de proteinas e transporte de aminoacidos, bem como regula a maturagdo oocitaria,
promovendo a quebra da vesicula germinativa e expanséo das células do cumulus (BUCCIONE;
SCHROEDER; EPPIG, 1990), ao atuar como mediador paracrino de LH (HSIEH et al., 2007).
O estradiol, por sua vez, exerce acao no desenvolvimento folicular, sensibilizando células do

cumulus para resposta as gonadotrofinas (GORDON, 2003)

1.6 Fecundacdo in vitro

Segundo Gordon (2003), a fecundacdo € um processo complexo que resulta na unido de
dois gametas, com a restauracdo do nimero de cromossomos somaticos e, consequentemente,
inicio do desenvolvimento de um novo individuo. Em mamiferos, 0s espermatozoides ndo

possuem a habilidade de fecundar os o6citos imediatamente apés a ejaculacdo, mesmo estando
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morfologicamente normais e com movimentos progressivos. A capacidade de do
espermatozoide adquirir competéncia para a fecundacdo foi denominada capacitacdo

espermatica (CHANG, 1951; AUSTIN 1951).

Um dos trabalhos mais importantes no campo da FIV demonstrou que a incubacao de
odcitos com espermatozoides selecionados ap6s o descongelamento do sémen, na presenca de
heparina para a sua capacitacdo, aumentou a taxa de fecundacdo (PARRISH et al., 1986).
Independentemente do método utilizado para selecdo dos espermatozoides viaveis (usualmente
Swim-up ou gradiente de densidade descontinuo), o cultivo na presenca de heparina resultou na
melhora da taxa de fecundacdo (MENDES et al., 2003). Hoje este protocolo é amplamente

utilizado na PIVE devido a sua grande reprodutibilidade técnica (PARRISH et al., 2014).

A separacdo de celulas espermaticas viaveis tem como dois principais objetivos a
remocdo do plasma seminal e, consequentemente, a remoc¢do de agentes decapacitantes
associados a superficie dos espermatozoides, bem como a selecdo de células espermaticas com

propriedades de alta densidade, relacionada com células maduras (HENKEL; SCHILL, 2003).

A capacitacdo espermatica visa mimetizar os efeitos das secrecdes da tuba uterina sobre
as células espermaticas, ainda que no procedimento in vitro sejam utilizados fatores capacitantes
que atuam de forma sinérgica como a adi¢do de bicarbonato de sodio, aloumina bovina sérica
(BSA —bovine serum albumin) livre de acidos graxos e, até mesmo, o proprio método de selecao

das células viaveis (GADELLA; LUNA, 2014).

Os principais efeitos da capacitacdo espermatica ocorrem na modificacdo estrutural da
membrana do espermatozoide apos a reacdo acrossomal. O bicarbonato de sodio, no interior da
célula, ativa a producdo de AMPc, hiperativando, em Gltima instancia, o batimento do flagelo
(VISCONTI et al., 2002). A adicdo de albumina esta relacionada com a liberacdo de colesterol
na superficie espermaética, desestabilizando a membrana e facilitando a reagdo acrossdmica

(GADELLA E LUNA, 2014).
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1.7 Cultivo in vitro

O cultivo in vitro corresponde a etapa do desenvolvimento do odcito fecundado até o
estadio de blastocisto (GARCIA; AVELINO; VANTINI, 2004). E o ultimo evento da PIVE e
concentra 0 maior impacto pos-fecundacao na qualidade dos blastocistos produzidos (R1ZOS
etal., 2002). Neste periodo pré-implantacdo ocorre o inicio da diferenciacao celular embrionaria
que levara a formacdo das células do trofoectoderma, dando origem a placenta e anexos
embrionérios, e das células do embrioblasto, que dara origem ao feto (BAVISTER, 2000).

As condi¢des de cultivo dos embrides possuem um papel chave na clivagem, ativacao
do genoma embrionario, compactacdo, diferenciacdo, assim como desenvolvimento e
viabilidade fetal (MOORE et al., 2007). O suporte energético com fornecimento de glicose na
fase ap0s a compactacdo levou a um aumento da producdo de adenosina trifosfato (ATP —
adenosine triphosphate) por embrides competentes (LOPES et al., 2007), ao passo que também
permitiu 0 avango no desenvolvimento de embrides retardatarios que sem esse suporte nao
completariam seu desenvolvimento (ABSALON-MEDINA; BUTLER; GILBERT, 2014). A
tensdo de oxigénio desempenha fator crucial na expressdo de fatores induziveis por hipoxia
necessarios para a regulacdo positiva de genes envolvidos no processo de aumento de
metabolismo de glicose e competéncia no desenvolvimento embrionario (HARVEY, 2007). As
condicdes hipoxicas de cultivo também evitam a formacao de espécies reativas de oxigénio que
aumentam o dano oxidativo sofrido pelo embrido e levam a elevadas taxas de apoptose (ARIAS;
SANCHEZ; FELMER, 2012).

O CIV de embrides pode ser realizado em diferentes meios de cultivo, como SOF, CR1a,
CZB, kSOM, entre outros (CHATOT, et al., 1989, DONNAY et al., 1996; LI1U; FOOTE, 1995;
TAKAHASHI; FIRST, 1992). Embora o CIV de embrides venha acompanhado de grandes

dificuldades e desafios, a quantidade de meios utilizados nos diversos protocolos existentes
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permite inferir que os embrides mamiferos possuem grande plasticidade na sua adaptacdo a

esses meios (LANE, 2001).

1.8 Criopreservagéo

A descoberta por Polge et al. (1949) de que o glicerol proporcionava protecao as células
espermaticas no processo de criopreservacao do sémen iniciou um novo campo de estudo, a
criobiologia, que permitiu a manutencdo e conservacdo de materiais geneticos por tempo

indeterminado e a comercializagdo de forma pratica e segura.

Ja a criopreservacdo de embrides mamiferos teve sucesso na sua execucao no inicio dos
anos setenta, quando Wilmut (1972) conseguiu demonstrar a sobrevivéncia de embrides
submetidos ao processo de congelamento/descongelamento e Whittingham, Leibo e Mazur
(1972) obtiveram éxito no nascimento de camundongos apds a transferéncia de embriGes
descongelados. Desde entdo, o sucesso foi alcangcado com embrides de diferentes espécies,
como a bovina (WILMUT; ROWSON, 1973), a ovina (WILLADSEN et al., 1974), a caprina
(BILTON; MOORE, 1976), a equina (YAMAMOTO et al., 1982), a humana (TROUNSON;

MOHR, 1983) e a suina (KASHIWAZAKI et al., 1991).

Paralelo a criobiologia, desenvolveu-se 0 avan¢o em pesquisas relacionadas a producao
de embrides, transferéncia de embribes (TE), PIVE, entre outras, que foram sendo aperfeicoadas
ao longo do tempo ao ponto de serem usadas como rotina (MEZZALIRA; VIEIRA, 2006). A
maior parte dos protocolos de producdo de embrides IVD permite a sua criopreservacdo com
resultados de taxas de prenhez muito proximas a de embrides transferidos a fresco (HASLER,
2003). Entretanto, estes dados ndo sdo observados quando as mesmas biotécnicas sao utilizadas

com embrides PIV (AGCA et al.,1998; TOMINAGA, 2004).
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1.9 Principios da criopreservacao

Segundo Mazur (1980), no processo de solidificacdo da &gua por baixas temperaturas
podem ser observadas trés fases distintas ao longo do processo, sendo as fases liquidas e sélidas,
e uma fase de transicdo entre as duas. A fase liquida ndo traz maiores prejuizos as células nos
processos convencionais de criopreservacdo. Entretanto, as fases de transicdo e solida séo
criticas, pois 0s principais danos relacionados a criopreservacao ocorrem entre estas duas fases,
quando a agua é retirada € retirada das células pela formacéo de gelo e ocorre a concentracao
dos solutos. Entre estas fases, a faixa critica de temperatura fica entre -15 e -60°C, sendo que as
células necessitam cruzar esta faixa em duas oportunidades: durante o processo de resfriamento
e durante o aquecimento. (MAZUR, 1984). Segundo o autor, meios contendo crioprotetores
congelam espontaneamente quando atingem temperaturas entre -15 e -20°C, podendo levar a
morte das células contidas no meio. Para que o fendmeno ocorra no meio extracelular
incialmente, induz-se a cristalizacdo do meio em temperaturas logo acima (entre -5 e -8°C). O
processo de congelamento de solugbes aquosas inicia com a cristalizacdo de agua fora da
solucéo, na forma de cristais de gelo puro. A solucéo restante extracelular, agora menor volume,
fica com maior concentracdo de solutos (hiperosmolar) em relacéo ao liquido intracelular. Esta
diferenca de potencial osmotico leva ao deslocamento da agua intracelular para 0 meio externo
por osmose, causando desidratacdo da célula e, por consequéncia, reducdo da formacdo de

cristais de gelo intracelular. Esta propriedade permite a sobrevivéncia celular a criopreservacao.

Para que a célula tenha tempo de ser desidratada, a velocidade de reducéo da temperatura
deve adequada (velocidade 6tima). Se esta velocidade for mais que 6tima, a célula ndo tera
tempo adequado para sofrer desidratacdo e consequentemente a agua ira congelar no
compartimento intracelular; se menor, levara a uma severa desidratacdo por periodo excessivo

na fase de transicao e o sofrera “efeito de solucdo”, causando reducio na sobrevivéncia celular
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(MAZUR, 1980). Sendo assim, a taxa de resfriamento deve ser répida o suficiente para
minimizar o efeito de solucdo e a0 mesmo tempo lenta o suficiente para permitir a desidratacao

celular e prevenir a formacéo de cristais de gelo intracelulares.

1.10 Danos da criopreservacao

Independentemente da técnica empregada (velocidade da curva de resfriamento), muito
sdo os fatores associados a criopreservacdo que levam a danos com comprometimento das
funcbes celulares. As alteragdes cromossomicas, as modificacdes da zona peldcida, as
alteracdes ultraestruturais do citoesqueleto e das membranas mitocondriais, e a fragmentacao
do material genético sdo as alteracbes mais frequentes desencadeadas pelo processo de
criopreservacdo (MOUSSA et al.,, 2014). A extensdo da lesdo depende de diferentes
propriedades celulares, que incluem, por exemplo, o tamanho, a forma, e a permeabilidade da

membrana (VAJTA; KUWAYAMA, 2006).

Dependendo do tipo celular, as temperaturas abaixo da fisiologica, porém acima de 0°C,
sdo definidas como zona de perigo e acarretam injurias na refrigeracdo, consideradas
irreversiveis (YAVIN et al., 2009). As membranas celulares sdo danificadas devido a fase de
transicdo da porcdo lipidica, periodo durante a refrigeracdo em que ocorrem alteracdes
estruturais e funcionais (YAVIN; ARAV, 2007). A exposicdo de odcitos e embrides a
temperaturas entre 15°C e -5°C estdo relacionadas a danos as gotas lipidicas citoplasmaticas e
a microtubulos, os quais comprometerdo a fecundacdo e as divisdes celulares subsequentes.
Lesdes em microtdbulos sdo consideradas reversiveis, enquanto prejuizos as gotas lipidicas
contribuem para a morte dos embrides criopreservados (VAJTA; NAGY, 2006). Ainda segundo

0s autores, temperaturas entre -5°C e -80°C correspondem a principal fase de injdrias causadas



42
por cristais de gelo, enquanto temperaturas entre -50 e -150°C podem ocasionar fraturas da zona
pellcida e danos em organelas citoplasmaticas. Temperaturas abaixo de -150°C correspondem
a fase de menor injdria, sendo o aquecimento acidental a causa mais provavel de ocorréncia de

danos.

1.11 Métodos de criopreservacao

Basicamente existem duas formas de criopreservacao de células, ambas sendo utilizadas
com relativo sucesso para preservar uma variedade de diferentes tipos celulares (MAZUR,

1990):

- Criopreservacdo com equilibrio ou quase-equilibrio — células sdo expostas a baixas
concentragdes de crioprotetores (aproximadamente 1,5M) e a taxas de resfriamento entre 0,3 e

2°C / min.

- Criopreservacdo sem equilibrio ou quase-equilibrio — células séo expostas a elevadas
concentracdes de crioprotetores (comumente entre 6 e 8M) e a taxas de resfriamento maiores

que 500°C / min.

1.11.1 Criopreservacao com equilibrio ou quase-equilibrio

A técnica criopreservacdo com equilibrio ou quase-equilibrio, também chamada de
congelacdo lente ou rapida, respectivamente, consiste em expor gradualmente as células a uma
concentragdo relativamente baixa de crioprotetores, acomoda-los em palhetas e resfria-los até -
5°C a -7°C, onde sdo mantidos por alguns minutos para equilibrar o potencial osmético. Ap6s

este equilibrio, a indugdo da cristalizacdo extracelular é realizada, seguindo pelo resfriamento
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lento e gradual a taxas ente 0,3 a 2°C por minuto, até alcancar entre -30°C e -89°C
(WILLADSEN, 1977). Ao final do resfriamento, as palhetas sdo mergulhadas em nitrogénio
liquido para armazenamento (SARAGUSTY; ARAV, 2011).

Os embribes com curva de resfriamento com equilibrio (mais longa), chegando aos -60
°C, desidratam mais do que os embrides submetidos a curva de quase-equilibrio (mais rapida),
sendo que nesta Ultima ainda permanecem residuos de agua, de forma que para evitar a formacao
de cristais de gelo no descongelamento, a taxa de aquecimento deve ser superior a 300 °C/min
enquanto que no descongelamento da curva longa, a taxa de aquecimento deve ser gradual, em

torno de 20°C / min (WILLADSEN, 1977).

1.11.2 Criopreservagdo sem equilibrio

A criopreservacgdo sem equilibrio, também chamada de vitrificacao, é a transformacao de
uma solucdo liquida em um sélido amorfo vitreo (ARAV, 1992). A técnica consiste em
submeter embriBes a altas concentracdes de crioprotetores associado a uma alta velocidade de
resfriamento, passando do estado liquido para um estado vitreo, sem a formacao de cristais de
gelo (KASAI et al., 1990). A técnica elimina os danos fisicos causados pela formacéo de cristais
de gelo e permite ultrapassar zonas perigosas de temperatura subzero onde ocorrem 0s maiores

danos as células, entretanto, apresenta riscos relativos aos efeitos osmoticos

A vitrificacdo simplifica e, muitas vezes, aumenta a eficiéncia da criopreservacao porque
elimina os danos fisicos causados pelo gelo e permite que o resfriamento seja rapido o suficiente
para ultrapassar as temperaturas subzero onde ocorrem as lesdes da congelacdo, mas, por outro
lado, complica os efeitos osmaticos e introduz um maior risco de embriotoxicidade pela adi¢do

e remocao de crioprotetores (FAHY; WOWK, 2015).
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Basicamente existem os sistemas abertos e fechados de vitrificacdo. Nos sistemas
abertos, ocorre o contato das células com o azoto liquido, enquanto os sistemas fechados esta
situacdo ndo ocorre. Uma vez que este o nitrogénio liquido pode conter agentes infecciosos, o
contato direto das amostras pode acarretar contaminacao das células. Desta forma, do ponto de
vista de biosseguranca, sistemas fechados s&o tidos como mais seguros que abertos (VAJTA;
RIENZI; UBALDI, 2015). Entretanto, sistemas abertos permitem uma maior modificacdo de
propriedades fisicas, permitindo que taxas maiores de resfriamento sejam alcancadas e,
consequentemente, reduzindo o risco de lesGes celulares e de citotoxicidade das células expostas

aos crioprotetores em temperaturas mais elevadas. (ARAV, 2014).

1.12 Estresse subletal

Observacdes inicias que determinados agentes estressores causavam modificacdes no
padrdo de espessamento da cromatina em glandulas salivares de Drosophila busckii,
representando sitios especificos de transcri¢do para a sintese proteica (RITOSA, 1962), levaram
pesquisadores a teorias de que o estresse poderia estimular uma resposta celular positiva frente
a este processo lesivo e desencadear uma série de eventos que culminam no favorecimento do

desenvolvimento celular (PUROHIT et al., 2014).

Quando as células sdo expostas a esses agentes, desde a falta de nutrientes até a acdo de
agentes estressores externos, elas se comunicam para ajustar seu metabolismo para a nova
condicdo, sinalizando para o resto do organismo uma situacdo potencialmente prejudicial. (DE
MAIOQ, 2011). Ao passar por um estresse subletal, a resposta celular ativada confere resisténcia
ou tolerdncia a um outro estresse mais severo que poderia causar outro dano celular

posteriormente, inclusive morte celular (MATTSON, 2008). Esta teoria encaixa-se no conceito
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denominado “hormesis” (SOUTHAM; EHRLICH, 1943), caracterizado por uma resposta de

protecdo similar cruzada frente a dois agentes estressores diferentes (DU et al., 2008).

Com a observagéo de que a inducgéo de estresse subletal provia esta resistenmcia cruzada
em microrganismos, pesquisadores passaram a utilizar este principio em gametas e embribes
visando aprimorar as biotécnicas da reproducdo (PRIBENSZKY; VAJTA, 2011). Pribenszky
et al. (2005a) relataram que submeter previamente embrides mamiferos ao estresse aumentaria

a sua tolerancia frente a uma nova situacao de estresse como, por exemplo, a crioconservagao.

Existem varios fatores que poderiam provocar este estresse, causando alteracdes no
padréo fisioldgico celular que poderiam ser utilizados sob forma de protecdo cruzada, dentre
esses, modificacdo do pH e da osmolaridade do meio de cultura, a privagdo no fornecimento de
suprimentos nutritivos e a alteracdo da pressdo ambiental (PRIBENSZKY; VAJTA, 2011).
Frente a um estresse subletal, as células se adaptam a esta realidade. Niveis toleraveis de estresse
podem causar adaptacdo transitoria ou uma resposta adaptativa, acompanhada por mudancas
fisiolégicas temporais que muitas vezes resultam em uma maior tolerancia a subsequentes
estresses (PRIBENSZKY et al., 2010). Entretanto, se a intensidade deste estresse ultrapassar o
limite critico de tolerancia, 0 mesmo ira desencadear o processo de apoptose ou necrose celular

(FULDA et al., 2010).

De acordo com Fulda et al. (2010), células submetidas ao estresse podem sobreviver ou
morrer, dependendo do tipo celular, da intensidade e do tipo de estresse, entre outros fatores.
Segundo os autores, a exposicdo prévia das células a estresses subletais pode estimular as
respostas ao choque (HSR — heat shock response), com a sintese de proteinas do choque térmico
(HSPs — heat shock proteins) entre outras respostas fisiolégicas. Em uma nova exposicao das
células ao estresse, este teoricamente vai produzir um dano menor. As células que exibem este
tipo de resposta ficam protegidas contra novas exposi¢des, o que se reflete em reducdo da

extensdo das lesdes também no organismo ou em partes dele.
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Wemekamp-Kamphuis et al. (2002) observaram que colonias de Listeria
monocytogenes previamente submetidas a um choque térmico e posteriormente expostas a alta
pressao hidrostatica (HHP), apresentavam um aumento significativo de HSPs. A expressdo dos
genes responsaveis pela traducdo destas proteinas se caracterizava como uma resposta a uma
situacdo de estresse, conferindo a cepa bacteriana uma maior taxa de sobrevivéncia ao
procedimento subsequente. Wouters et al. (1999) demonstraram que microrganismos da espécie
Lactococcus lactis, quando expostos a 10°C produziam proteinas de choque frio (CSPs — cold
shock proteins), o que os tornavam mais resistentes a criopreservacdo. Em 1990, Walker, Archer
e Banks ja haviam relatado que a Listeria monocytogenes apresentava habilidade para
sobreviver a exposicdo a diferentes fatores de estresse ambiental, como por exemplo, pressao

osmotica e baixas temperaturas.

1.13 Pressao ambiental

A pressdo ambiental € uma variavel termodinamica que representa 0 peso que 0 espaco
livre ao redor dos seres, ocupado por agua ou ar, por exemplo, exerce sobre a superficie do
mesmo. Ao nivel do mar, a pressao ambiental exercida pelo ar atmosférico sobre o solo é
designada como 1 atmosfera (1 atm = 1,02 Kgf/cm? = 0,101 megapascal — MPa). Sob a agua,
aproximadamente cada coluna de 10 metros exerce o equivalente a 1 atm. Em termos de pressao
ambiental, a maior parte da superficie da biosfera terrestre € composta por ambientes de alta

pressdo, visto que 0s oceanos cobrem 70% da superficie terrestre.

Os efeitos fisicos causados pela pressdo estdo relacionados principalmente com a
modificacdo de volume e temperatura, e estdo regulados pelo principio de Le Chatelier de

conservagao de energia e pela primeira lei da termodinamica (principio de Joule), Segundo os
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principios, uma reacdo adiabatica € acompanhada por um aumento de volume, ela € inibida pela
reducdo da pressdo; quando em condicdes isocdricas, reacdes acompanhadas por aumento da

temperatura sdo compensadas pelo aumento da presséo do sistema.

Entretanto, os efeitos de uma elevada pressdo ambiental em sistemas bioldgicos sdo
muito complexos e ainda ndo totalmente definidos, sendo dificil a determinagéo do impacto em
rotas metabdlicas e a influéncia final sobre o organismo (SIQUEIRA-FILHO, 2009). Desde o
inicio do século XIX, existe um interesse por sistemas de alta pressdo com o intuito de reduzir
a carga de contaminacgéo de alimentos por microrganismos (HITE, 1899; HITE; GIDDINGS;
WEAKLY, 1914), uma vez que se acreditava na impossibilidade de manutencéo de vida nestas
condi¢cdes. Entretanto, Yayanos, Dietz e Boxtel (1979) observaram a existéncia de
microrganismos marinhos que resistiam as HHP presentes nas grandes profundidades
oceénicas. Mais tarde, em 1996, um veiculo submersivel néo tripulado da marinha japonesa
coletou organismos procarioticos piezofilos que resistiam a pressdes hidrostaticas maiores que

100 MPa nas profundezas do oceano (ABE; KATO; HORIKOSHI, 1999).

1.14 Alta pressao hidrostatica

Baseados nas observacoes das respostas celulares de microrganismo ao estresse causado
por HHP, embriologistas realizaram experimentos com o objetivo de quantificar as taxas de
sobrevivéncia e a resposta fisioldgica de gametas e embriBes criopreservados apds a exposicdo

a HHP (PRIBENSZKY; VAJTA, 2011).

De acordo com observacdes realizadas, a sobrevivéncia apos descongelagdo (calculado
pelo desenvolvimento continuo in vitro) de blastocistos de camundongos (PRIBENSZKY et al.,

2005a), blastocistos bovinos produzidos in vitro (PRIBENSZKY et al., 2005b; PRIBENSZKY
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et al., 2008a), odcitos de suinos (DU et al. 2008,; PRIBENSZKY et al., 2008b) e
espermatozoides de touro e javali (PRIBENSZKY et al., 2007; PRIBENSZKY et al., 2006) foi
significativamente maior quando utilizado um protocolo otimizado de HHP antes dos processos
de criopreservacdo. A indugéo de estresse pela HHP induziu alteragdes no perfil proteico de
espermatozoides e odcitos (HUANG et al., 2009; PRIBENSZKY et al., 2008b).

Pribenszky et al. (2005b) submeteram blastocistos bovinos produzidos in vitro a HHP
de 80 MPa por 45 min. Apos esse procedimento, os blastocistos foram criopreservados pelo
método de congelamento pela curva classica. Depois do descongelamento, verificou-se que 0s
blastocistos expostos a HHP sobreviveram em maior percentual a criopreservagdo (81% vs.
41%), medido através da morfologia e da continuidade do desenvolvimento in vitro.

Em outro experimento, Pribenszky et al. (2005a) utilizaram diferentes HHP para expor
0s blastocistos murinos antes da vitrificacdo. A exposi¢cdo dos embrides a HHP de 60 MPa pelo
periodo de 30 min proporcionou as maiores taxas de sobrevivéncia dos blastocistos a
vitrificacdo. Os embrifes previamente expostos a pressao também apresentaram uma
velocidade de reexpansdo maior (entre 4 h e 6 h vs. 20 h) e com maior percentual de eclosdes
em relacdo aos embrides ndo expostos (98% vs. 46%). No mesmo experimento foi realizada
transferéncia embrionaria para o Utero de camundongas receptoras e 0s resultados de
sobrevivéncia in vivo ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo aos controles frescos
(85% vs. 83%).

Bock et al. (2010) expuseram embriées murinos no estadio de 2-células a HHP entre 20
MPa e 80 MPa (aumentos de 20 MPa para cada grupo experimental) por 60 min e 120 min, e
observaram uma reducdo na viabilidade embriondria em se desenvolver ao estadio de
blastocisto. Todavia, quando expostos ja no estadio de blastocistos, estes revelaram maior
tolerancia a pressdo. Ainda, segundo os pesquisadores, a medida que a pressao foi elevada, o
tamanho dos blastdmeros diminuiu, porém, aqueles que sobreviveram & exposicao retornaram

ao tamanho normal ap6s o CIV.
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Embrides bovinos PIV submetidos aos tratamentos de HHP de 40 MPa e de 60 MPa e
apos, vitrificados, tiveram, depois de reaquecidos, taxas de re-expansdo superiores ao grupo
controle vitrificados n&o tratado anteriormente com HHP (90% vs. 87% vs. 63%,
respectivamente; JIANG et al., 2016).Neste mesmo estudo, os efeitos HHP no perfil
transcricional de blastocistos bovinos produzidos in vitro foram analisados e observou-se uma
pequena alteracdo no padrdo que poderia explicar sugerindo que o tratamento com a pressao
promoveu a competéncia de desenvolvimento dos embrides através de uma modesta
reprogramacao transcricional.

O sémen bovino submetido & HHP de 30 MPa por 90 min. apresentou melhora na
motibilidade e morfologia espermatica pos-deconsgelamento em touros com historioco de baixa
congelabilidade, o que proporcionou um aumento de 8% na taxa de ndo retorno ao cio apos 1A
(PRIBENSZKY et al., 2007). Em suinos, o semen descongelado submetido ao protocolo de
HHP de 20 MPa ou 40 MPa por 80 ou 120 min apresentaram também melhora na motilidade
quando comparado ao grupo nao tratrado (PRIBENSZKY et al., 2006).

Ovacitos porcinos ativados partenogeneticamente apresentaram melhora na taxa de
clivagem quando submetidos a HHP entre 20 MPa e 40 MPa por 30 ou 60 min, sendo que a
vitrificacdo apds 70 ou 130 min. Do término de exposicdo a HHP retornou uma melhora na taxa

de blastocisito em 14% (DU et al., 2008).

1.15 Alta pressdo gasosa

A HGP, de maneira andloga a HHP, atua como um agente estressor ambiental e induz a
adaptacéo das células, tornando-as mais resistentes, sendo aplicavel em gamates e embrides

mamiferos. Em um primeiro experimento, Rodrigues et al. (2012) adaptaram uma camara de
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pressao adequada a exposicao a elevadas pressfes gasosas para a exposi¢do de o6citos caninos
a HGP de 7,7 MPa por 60 min. como indutor de estresse sobre o gameta feminino. Os resultados

revelaram que a exposicdo a HGP, a priori, ndo alterava as taxas de maturacdo dos o6citos.

Collares (2014) expbs embrides murinos no estadio de 8-células a 15,7 MPapor2he4
h e apos, submeteu-os ao processo de congelamento pelo método de curva classica no estadio
de blastocisto. Apds o descongelamento, verificou a viabilidade in vitro através das taxas de re-
expansdo embrionaria. Amostras em diferentes momentos do experimento também foram
colhidas para a analise da alteracdo no padrdo da expressdo de genes relacionados com a
exposicdo a agentes estressantes. Essa analise ndo revelou diferencgas significativas entre os
grupos experimentais e os controles. Segundo o autor, uma possivel explicacao seria a variacao
bioldgica dos embrides entre os grupos e dentro de um mesmo grupo. A exposi¢do dos embrides
no estadio de 8- células a 15,7 MPa ndo comprometeu a viabilidade in vitro para desenvolverem-
se ao estadio de blastocisto. Em seu experimento, houve uma diferenca nas taxas de expansao
dos blastocistos criopreservados expostos a HGP durante 120 min. quando comparado com o
controle, que somente foi exposto ao processo de congelamento (86,3% vs. 72,8%
respectivamente). Desta forma, concluiu que a HGP poderia ser empregada na inducdo de

estresse celular subletal em embrides murinos.

Becker (2016) expds blastocistos murinos a quatro diferentes tratamentos com HGP
(20,7 MPa por 2 h e 4 h; 27,6 MPa por 2 h e 34,5 MPa por 2 h) e apds cultivou-os in vitro por
72 h, comparando sua capacidade de desenvolvimento com blastocistos ndo expostos a HGP
através das taxas de ecloséo e alterac6es morfologicas. Os resultados obtidos ndo demonstraram
diferenca nas taxas de eclosdo e na morfologia entre 0s grupos experimentais e 0s controles,
indicando que o comportamento dos embrides a diferentes intensidades e tempos de HGP néo
pode ser extrapolado pelos resultados obtidos com o emprego da HHP. No experimento

subsequente, o pesquisador expds o0s blastocistos murinos aos mesmos tratamentos e
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posteriormente criopreservou-os por curva de congelamento cléssica (répida). Apds o
descongelamento, os embrides foram cultivados in vitro por 72 h para a avaliagdo das taxas de
eclosdo entre os grupos, revelando que o com o uso da HGP de 34,5 MPa por 2 h prévio a
criopreservagdo modificava positivamente a taxa de sobrevivéncia in vitro de blastocistos

murinos criopreservados (70,2% vs. 58,6%, p < 0,05).
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6.1 Trabalho apresentado na 30? Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Tecnologia de Embrides (SBTE) - 2016 na &rea de Embriologia, Biologia do

Desenvolvimento e Fisiologia da Reproducéo

Embryo Resilience to Sublethal Stress Induced by High Gaseous Pressure

B.S. Becker?, F.J.F. Collares’, D.D. Mendonga?, M. Bertolini*, J.L. Rodrigues!

'UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil; 2PUCRS, Porto Alegre, RS, Brasil.

Abstract

Many studies have reported high pressure as a stressor that can be used to induce
sublethal shock response on embryos, providing cell protection to a subsequent stress, such
cryopreservation (Pribenszky et al., Biol Reprod (83) 690-697, 2010; Rodrigues et al., Reprod
Fertil Dev (25) 282-283, 2012). The aim of this experiment was to investigate the use of high
gaseous pressure (HGP) as an alternative to high hydrostatic pressure to induce murine
blastocyst resilience. From 68 superovulated Mus musculus domesticus females, 47 (69.1 %)
produced 518 blastocysts that were segregated in three experimental groups: (a) 20.7 MPa for
2 h (P20.T2); (b) 20.7 MPa for 4 h (P20.T4); and (c) 34.5 MPa for 2 h (P34.T2). All groups
were paired with control blastocysts non-exposed to HGP. Statistical Analysis were performed
using Chi-square test (P<0.05) to compare hatching rates among control and experimental
groups. Embryos were exposed to HGP and after submitted to in vitro culture in mMKSOM media
+ 0.4% BSA. There was no difference in hatching rates in experimental and control groups: (a)
P20.T2 - 84.5% (60/71) vs. control 86.2% (81/94); (b) P20.T4 - 93.5% (131/140) vs. control
88.2% (75/85); and (c) P34.T2 - 74/78 (94.9%) vs. control 92.0% (46/50). Therefore, we

concluded that HGP can be used as sublethal stressor without loss of in vitro embryo viability.
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Gene expression analysis will be carried out trying to identify embryo molecular modifications

induced by HGP.

Keywords: high gaseous pressure, sublethal stress, murine embryo
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7 ANEXO B
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MENTZ, D. A.;; MULLER, T. B.; LUIZ, D.S. V.; BERTOLINI, L. R.; BERTOLINI,
M.; RODRIGUES, J. L. Survival rates of cryopreserved murine blastocysts exposed to
heat stress at 8-cells stage. In: 31 st Annual Meeting of the Brazilian Embryo
Technology Society (SBTE), 2017, Cabo de Santo Agostinho. Proceedings of the 31st
Annual Meeting of the Brazilian Embryo Technology Society (SBTE). Animal

Reproduction, v. 14, n. 3, p. 899, 2017.
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7.1 Trabalho apresentado na 312 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Tecnologia de Embrides (SBTE) — 2017 na éarea de Biotecnologias de suporte:
Criopreservacdo e criobiologia, diagndstico atraves de imagem, biologia molecular, e

“Omicas”

Survival rates of cryopreserved murine blastocysts exposed to heat stress at 8-

cells stage

B.S. Becker?, F.J.F. Collares!, P.V. Marchioretto?, C.R. de Freitas®, D.A. Mentz?, T.B. Mller!, D.S.V. Luiz!,

L.R. Bertolini?, M. Bertolini*, J.L. Rodrigues®

1UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil; 2PUCRS, Porto Alegre, RS, Brasil.

Abstract

Sublethal stress has been reported as inducer of gametes and embryos response,
providing cell protection to a subsequent stress. Experiments showed that different treatments
using pH modifications, heat and cold shock, osmotic challenge, high environmental pressure,
and nutrients starvation lead embryos and gametes to produce different proteins than normally
sintethyzed in homeostatic conditions in order to keep favorable conditions facing a next
stresfull situation. Within this observation, many researchers started to experiment sublethal
stress as protector treatment for cryopreservation. The aim of this experiment was to investigate
the use of heat stress of environmental temperature as 8-cells embryos stressor to improve
cryopreservation rates at blastocyst stage. Embryos at 8-cells stage were recovered from six
weeks old superovulated Mus musculus domesticus females at day 3 pregnancy. Two hundred
and twelve embryos were randomly segregated in control (C) and experimental (B) groups.

Eight-cells embryos from B group were maintained during 4 hours at 21°C while control
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embryos were immediately after recovery in vitro culured in mKSOM media + 0.4% BSA at
37°C under atmosphere of 5% CO., 5% O2, 90% N2 and satured humidity. After been exposed
to environmental temperature, group B embryos were transferred to the same in vitro conditions
as the control group embryos for 48h. Then, embryos from both experimental groups that
reached blastocyst stage were cryopreserved in 0.25 mL straws using a classical frozen curve:
first, blastocysts were exposed to 1.6 mol of ethylene glicol + mPBS + 0.4% BSA, then cooled
at 2°C/min to reach seeding (-6°C) temperature and then they were cooled at -3°C/min until
reach — 35°C, when they were transferred to liquid azote. Embryo development and expansion
rates were compared using Chi-square test (P < 0.05). Eight-cell embryo developmental rates
to blastocyst stage showed no difference among control (95.0% - 92/97) and experimental
(95.4% - 110/115) group. Cryopreserved blastocyst expansion rate of stressed embryos was
significantly higher (84.5% - 93/110) than cryopreserved control embryos (72.8% - 67/92; P <
0.05). We concluded that a simple stress condition like maintaining embryos at environmental
temperature (21°C) can induce a heat stress response that could be usefull to enhance embryo

survival after cryopreservation.

Keywords: heat stress, cryopreservation, sublethal stress, embryo.
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8 ANEXO C

B.S. Becker, C.R. Freitas, A.V. Gonsiorosky, J.M.V. Klafke, L.R. Bertolini, M. Bertolini,
J.L. Rodrigues. Effect of exposure of bovine cumulus-oocyte complexes to high gaseous
pressure on in vitro embryo development. 32st Annual Meeting of the Brazilian Embryo
Technology Society (SBTE), 2018, Florianopolis. In: Proceedings of the 32st Annual
Meeting of the Brazilian Embryo Technology Society (SBTE). Animal Reproduction, v.

15, n. 3, p. 506, 2018.
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8.1 Trabalho apresentado na 322 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Tecnologia de Embrides (SBTE) — 2018 na area de Embriologia, Biologia do

Desenvolvimento e Fisiologia da Reproducéo

Effect of exposure of bovine cumulus-oocyte complexes to high gaseous pressure

on in vitro embryo development

B.S. Becker!, C.R. de Freitas, A.V. Gonsiorosky, J. M. V. Klafke, L.R. Bertolini, M. Bertolini', J.L.

Rodrigues*

1 FAVET/UFRGS - Faculdade de Veterinaria - Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,

Brasil; 2PUCRS - Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil.

Abstract

Sublethal stress has been reported as gamete and embryo genomic response inducer, providing
cell protection to a subsequent stress. Within such observation, researchers started to
experiment sublethal stress as a means to improve bovine in vitro embryo production. This
experiment aimed to test the effect of the exposure of immature bovine oocytes to high gaseous
pressure (HGP — 4000 PSI during 120 min) on in vitro embryo development to the blastocyst
stage after I'\VP procedures. A total of 510 bovine cumulus-oocyte complexes (COCs), after four
replicates, were used in this study. Ovaries were obtained from a slaughterhouse and were
transported to the laboratory in saline solution. Selected grades 1 and 2 COCs were randomly
distributed in three groups: HGP, with 172 COCs placed in mPBS+ 0.1% polyvinylpyrrolidone,
and then exposed to HGP; Control 1, with 157 COCs maintained in mPBS + 0.4% BSA at RT
for 120 min; and Control 2, with 181 COCs used immediately for embryo production, according
the our established I'VP protocol. Inall groups, IVM was carried out during 24 h at 38.5°C using

TCM-199 supplemented medium (25 mM sodium bicarbonate, 0.22 mM sodium pyruvate, 50
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UM cysteamine, 5 pg/mL LH, 5 pg/mL FSH, 1 pg/mL estradiol, 0.1 pg/mL EGF) + 10% Fetal
Calf Serum (FCS), followed by 20 h IVF into FERT-TALP + 0.6% BSA using frozen-thawed
bovine sperm cells segregated by Percoll® gradient, at the 1x106 /ml inseminating dose. Then,
presumptive zygotes were in vitro-cultured in SOFaaci + 5% FCS at 38.5°C, 5% CO2, 5% 02
and 90% N2, in saturated air humidity. Blastocyst rates were observed on D8 after IVC and
compared by the Chi-square test (P < 0.05). Blastocyst rates were significantly lower (p =
0.0131) in the Control 1 Group (11.0%, 16/145) than the Control 2 Group (19.8%, 32/162),
with the HGP group being similar to both (18.7%, 25/134). In conclusion, results indicate that
exposure of immature COCs to HGP prior to IVM did not affect embryo development to the
blastocyst stage but maintaining COCs at RT for the same exposure time decreased embryo
development in comparison to COCs subjected to immediate I\VVP procedures. Studies are
ongoing in our laboratory to further understand the effect of exposure of gametes and embryos

to HGP.
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9 ANEXO D

BECKER, B. S.; COLLARES, F. J. F.; GONSIOROSKI, A. V.; FREITAS, C. R;;
MENTZ, D. A.; BERTOLINI, L. R.; BERTOLINI, M.; RODRIGUES, J. L. Insulin-Like
Growth Factor (IGF)2 and IGF2 Receptor (IGF2R) Murine Blastocyst Transcriptional
Response after High Gaseous Pressure Exposure at 8-Cell Stage. In: 44th IETS Annual
Conference, 2017, Bangkok. Reproduction, Fertility and Development, 2018. v. 30. p.

196-197, 2018
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9.1 Trabalho apresentado na 442 Reunido Anual da Sociedade Internacional de

Tecnologia de Embrides (IETS) — 2018.

IGF-2 and IGF-2R Murine Blastocyst Transcriptional Response after High Gaseous

Pressure Exposure at 8-Cells Stage

B.S. Becker”, F.J.F. Collares”, A.V. Gonsiorosky”, D.A. Mentz”, C.R. de Freitas”, L.R. Bertolini®, M.

Bertolini®, J.L. Rodrigues”.

A UFRGS, Porto Alegre, RS, Brazil; B PUCRS, Porto Alegre, RS, Brazil.

Abstract

Insulin-like growth factor 2 (IGF2) is a pleiotropic hormone encoded by an imprinted
gene expressed in the paternal allele of eutherian mammals, and acts in physiological responses
including cell proliferation, differentiation and development. IGF2 is mediated through the
IGF1R signaling pathway, whereas the IGF2R, a maternally imprinted gene, acts on lysosomal
IGF2 degradation. As imprinted genes, both Igf2 and Igf2r expressions are thought to be more
susceptible to dysregulation by environmental factors. This study aimed to evaluate the effect
of exposure of 8-cells stage murine embryos to 16 MPa of high gaseous pressure (HGP) on the
relative 1gf2 and Igf2r mRNA abundance in resulting blastocysts following in vitro culture
(IVC). Day-3 embryos were recovered from superovulated Mus musculus domesticus females.
Eight-cells stage embryos were exposed to 16 MPa HGP for either 2 h (P1 Group) or 4 h (P2
Group), with a Control Group not exposed to HGP. Immediately after recovery or after HGP
exposure, embryos were in vitro-cultured for 48 h in mMKSOM medium supplemented with 0.4%
BSA, at 37.5°C, 5% CO2, 5% O2, 90% N2, and saturated humidity. Resulting blastocysts were

collected in pools of 10, rinsed in protein-free PBS and stored at -80°C, pending analysis.
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Following total MRNA extraction, cDNA syntesis and RT-gPCR were performed according to
manufacturers. Values were normalized to the internal control Ppia gene. Relative gene
expression was calculated using the 2724 approach. Blastocyst rates after IVC were compared
by the Chi-square test (P<0.05), with relative Igf2 and Igf2r expression data and Igf/1gf2r ratio
analyzed by ANOVA, after log transformation when needed, with pairwise comparisons done
by the Tukey test (P<0.05). No differences in blastocyst rates after I'VC were observed between
groups (Control: 94.2%; P1: 95.4%; P2: 94.1%). However, the Igf2 mRNA relative abundances
in blastocysts were 6.3- and 4.2-fold lower in the P1 (P<0.01) and P2 (P=0.07) than the Control
Group, respectively. Likewise, the 1gf2r relative transcription levels were also 6.6- and 2.2-fold
down-regulated in blastocysts from the P1 (P<0.001) and P2 (P<0.01) Groups, respectively,
when compared to controls. Although the relative expression for both genes followed a down-
regulation pattern in blastocysts exposed to HGP at the 8-cells stage, the Igf2/lgf2r ratio was
1.9-fold lower in blastocysts in the P2 Group (P<0.05) than controls, which was similar to the
P1 Group, indicating a potential stress adaptation response for embryo growth and development
after exposure to HGP in the P1 Group. It is known that cells under certain conditions of stress
may halter growth and development as a response to initiate cellular events to maintain
viability. Results from this study appear to translate such response process to HGP in both
experimental groups. However, as embryo development and the 1gf2/l1gf2r ratio in embryos
were similar between the Control and the P1 group, exposure to 16 MPa HGP for 2 hours at the
8-cells stage embryo does not seem to affect cell signaling to growth and proliferation up to the

blastocyst stage.

Keywords: high gaseous pressure, sublethal stress, IGF2, IGF2R, 8-cells embryo.
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2019



