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RESUMO

MEZZALIRA, Joana Claudia. Estresse controlado e moduladores de cromatina para
otimizar a criotolerancia e o desenvolvimento de odcitos e embrides bovinos produzidos
in vitro. 2018, 73 p. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal). Universidade do Estado de Santa
Catarina. Programa de Pds-Graduacao em Ciéncia Animal. Lages, 2018.

O estresse controlado por pressdo negativa pode incrementar os indices de producéao
embrionaria. Ao associa-lo a estratégias que favorecam a maturacdo in vitro de odcitos, se
obtém as melhores condigdes para maximizar a producdo de embrides bovinos. Foram
avaliadas diferentes combinagdes das duas estratégias propostas. No tratamento pressdo
negativa (submissdo a 250, 500 ou 750 mBar) nos od6citos destinados a producdo de
blastocistos partenotos, a producdo de embrides foi superior no controle, em relacdo ao grupo
250 mBar. Ja as taxas de eclosdo apenas diferiram entre o grupo controle e o grupo 500 mBar,
que foi superior. J& quando os embrides foram fecundados in vitro, a clivagem mostrou
diferenca significativa, sendo a pressdo de 250 mBar inferior a de 750 mBar. Apds
vitrificacdo dos blastocistos oriundos de odcitos tratados por pressdo, todas as intensidades de
pressdo anularam a diferenca entre frescos e vitrificados, sendo o grupo 500 mBar semelhante
ao controle ndo vitrificado. Ainda, para embrides frescos, a incidéncia de apoptose foi
significativamente superior para a pressdao de 500 mBar, em relacdo ao controle. Apos a
submissdo de blastocistos ao nitrocooler, a pressdo de 750 mBar reduziu a eclosdo, sendo a
incidéncia de apoptose, novamente superior para o 500 mBar. Os tratamentos 250 e 500 mBar
foram repetidos em blastocistos posteriormente vitrificados. A eclosdo foi superior no grupo
controle em relacdo ao 250 mBar. Buscando estabelecer as condi¢des ideais de pré-maturacao
com 6-DMAP, sua inclusdo no meio de maturacdo desprovido de gonadotrofinas resultou nas
melhores taxas de embrido. A pressdo negativa de 500 mBar associada ao 6-DMAP (5 uM
por 3h) resultou em producdo embrionaria superior ao controle, porém a ordem inversa de
associacdo (6-DMAP + 500 mBar) proporcionou maior densidade celular, apesar da clivagem
ser significativamente inferior. Quando a submissdo a pressdo de 500 mBar foi associada a
vitrificagdo dos o6citos, houve uma dréstica reducdo no desenvolvimento embrionério, sendo
que a adicdo de 6-DMAP a essa combinacéo, ndo incrementou os indices. Como conclusdes,
0 estresse controlado induzido por pressdo negativa e 0 6-DMAP aumentam a capacidade de
desenvolvimento embrionario. Entretanto, apenas o estrese controlado melhora a
criotolerancia de blastocistos bovinos produzidos in vitro.

Palavras-chave: Vitrificagdo. Oocitos imaturos. 6-DMAP. Pré-maturacdo. Apoptose.
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ABSTRACT

MEZZALIRA, Joana Claudia. Controlled stress and chromatin modulators to optimize
the development and cyotolerance of bovine oocytes and in vitro produced embryos.
2018, 73 p. Thesis (Doctorate in Animal Science). Santa Catarina State University. Post
Graduate Program in Animal Science. Lages, 2018.

Abstract

The submission to a controlled stress by negative pressure may improve the embryo
production efficiency. When combined to strategies that increase oocyte in vitro maturation,
one can obtain the best conditions to maximize bovine embryo production. We assessed
different combinations of both the proposed strategies. When oocytes were treated by
negative pressure (250, 500 or 750 mBar) and parthenogenetically activated in order to
produce embryos at the blastocyst stage, the embryo yield differed only between the control
and the treatment 250 mBar. The hatching rates differed significantly between the control
(inferior) and the treatment 500 mBar (superior). When the embyos were in vitro fertilized,
their cleavage rate was significantly different, being the treatment 250 mBar lower than the
treatment 750 mBar. After submission of pressure treated blastocysts to vitrification, whatever
intensity of negative pressure used neutralized the statistical difference between fresh and
cryopreserved embryos, being the group 500 mBar similar to the fresh control. Also, for fresh
embryos, the incidence of apoptosis was significantly higher for 500 mBar in comparison to
the control. After submission of blastocysts to nitrocooler, the pressure of 750 mBar reduced
the hatching rate, being again the incidence of apoptosis higher for 500 than for 250 mBar.
When submitting blastocysts to 250 and 500 mBar before vitrification of embryos, the
hatching was different between the groups control and 250 mBar, being the latter significantly
inferior. In order to establish the ideal conditions for pre-maturation using 5 uM of 6-DMAP
for 3 h, the association with the maturation medium without hormones provided the best
embryo production rates, being higher than the control. The association of 500 mBar of
negative pressure in association with 6-DMAP yielded higher production rates than did the
control, however the opposite order (6-DMAP + 500 mBar) provided the highest cell density,
despite the significantly low cleavage. When the treatment 500 mBar of negative pressure was
combined to vitrification, the embryo development rates were drastically reduced, whilst the
addition of 6-DMAP to this combination did not improve the embryo production. As
conclusions, the controlled stress induced by negative pressure and the use of 6-DMAP
increase the embryo developing capacity. However, only the controlled stress by negative
pressure increases the cryotolerance of in vitro produced bovine embryos.

Key words: Vitrification. Immature oocyte. 6-DMAP. Pre-maturation. Apoptosis.
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1 INTRODUCAO

Os experimentos desenvolvidos nesse estudo buscaram maximizar o desenvolvimento
de embriBes bovinos produzidos in vitro, a partir de estratégias inspiradas na mimetizacédo dos
sistemas fisiolégicos de desenvolvimento embrionario, e buscando condi¢cdes onde o
ambiente in vitro é adaptado conforme o melhor que o ambiente in vivo possa proporcionar.

Muitas vezes, a busca pelo ambiente desprovido de fatores estressantes, ndo é o
suficiente para alcancar o melhor desempenho nas técnicas de reproducéo assistida. Portanto,
novas estratégias tém surgido para adaptar o desenvolvimento de embrides ao préprio
ambiente in vitro, e torna-los mais tolerantes ao sistema de producédo in vitro, ao invés de
apenas tornar o sistema in vitro de producdo desprovido de fatores estressantes, ou limitantes
de desempenho.

O aprimoramento dos sistemas de produgéo de embrides, buscando mimetizar o que se
conhece de benéfico a partir do ambiente gonadal e uterino in vivo, combinado a aplicacao de
fatores/eventos, que de forma controlada, ocasionem alguma modalidade de estresse sub letal,
pode prover os gametas e embriGes de maior tolerancia a fatores ndo eliminaveis do sistema
de producdo. Especificamente aqui, estdo sob apreciacdo a submissao de odcitos imaturos ou
embrides (produzidos in vitro) a pressdo negativa. Ainda, aliado a outras estratégias de
otimizacdo da sincronia celular nos primeiros estagios de desenvolvimento, como por
exemplo, através da exposicdo de odcitos a drogas bloqueadoras reversiveis de alguma etapa
do ciclo celular, pode ser a chave para um melhor desempenho embrionario.

De forma geral, os objetivos das diversas etapas desse estudo visaram associar 0S
presumiveis efeitos sinergisticos positivos, tanto proporcionados pela exposi¢do de odcitos
imaturos a drogas bloqueadoras do ciclo celular, visando proporcionar uma melhor condicdo
para a maturacdo citoplasmatica ocorrer de maneira mais fisioldgica, quanto proporcionados
pela exposicdo prévia dos oocitos imaturos ou embrides ao estresse controlado por pressao
negativa, visando que fatores de adaptacdo sejam expressados, conferindo maior tolerancia
dessas estruturas aos fatores prejudiciais que ndo sdo possiveis de serem eliminados das
etapas da producéo in vitro de embrides.

Por exemplo, pode-se empregar estas estratégias para incrementar a obtencdo de
melhores resultados apds a criopreservacdo, ou seja, pode-se mesclar os fatores aqui
mencionados ao longo do sistema de producdo de embrides, tornando-os mais criotolerantes,
mais competentes, ou simplesmente obtendo-se mais embrides, a partir de um mesmo pool

inicial de odcitos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA DA PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS: STATUS
MUNDIAL E NACIONAL

Conforme revisado por Blondin (2015), a introducdo de biotecnologias reprodutivas
inovadoras vem ocorrendo desde o inicio do século 20, e tem agregado tecnologias de uma
maneira crescente e continua, conforme a versatilidade das técnicas. Desde o impulso inicial
gerado em 1780, pela possibilidade de se realizar inseminacgOes artificiais, gragas a
experimentos conduzidos por Lazzaro Spalanzani (em: Severo, 2013), criopresevar sémen
(Polge et al., 1949) e disponibilizad-lo para realizar a técnica de inseminacdo artificial,
questdes temporais deixaram de ser um entrave para a obtencdo de acasalamentos que
anteriormente ndo eram possiveis. Por exemplo, ao preservar sémen de determinado macho,
este, mesmo apds sua morte passou a ser um reprodutor disponivel, desde que o sémen fosse
conservado adequadamente. Também, com esse advento, a impossibilidade de acasalamentos
em funcdo da distancia deixou de ser um entrave. Com isso, p6de-se agregar a possibilidade
de exportar/importar genética de machos de interesse, impulsionando positivamente o
melhoramento genético dos rebanhos bovinos.

Mais tarde, com o advento da transferéncia de embrides (revisado por Blondin, 2015),
também foi possivel efetuar trocas de gendtipos entre machos e fémeas, ainda que fossem
atrelados entre si. Certamente, esse avanco contribuiu enormemente para incrementos na
produtividade do rebanho bovino no mundo todo. Contudo, a revolugdo mais impactante, que
fez com que a velocidade entre as geracOes fosse encurtada, foi a possibilidade de produzir
embribes em laboratorio. A partir do dominio da producéo in vitro de embrides, a propor¢édo
de produtos obtidos de um Unico acasalamento, ou mesmo de uma Unica fémea, dentro de um
mesmo intervalo, foi muito aumentada. Quase simultaneamente, a obtencdo de odcitos de
fémeas de genética superior passou a ser possivel mesmo sem a ocasional morte das mesmas.
Apenas esse advento ja havia proporcionado um salto importante para as técnicas de
reproducdo assistida gracas a possibilidade de se obter embrides sem a necessidade da fémea
carrear a fecundacgédo. Produzir embrides a partir de gametas obtidos de fémeas abatidas, ou
que por alguma razao precisaram ser sacrificadas ou que tiveram morte acidental, se tornaria
uma explosdo mundial a partir da obtencdo dos gametas das fémeas bovinas vivas, através de
uma técnica pouco invasiva, a puncao de oocitos guiada através de ultra-som. Ainda, com a

propria contribuicdo dos técnicos e pesquisadores, a tecnica pode ser considerada
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extremamente segura, desde que utilizada racionalmente, ndo acarretando perda de fertilidade
posterior para as vacas doadoras de 06citos.

Particularmente na espécie bovina, a possibilidade de recuperar oocitos (revisado por
Suthar & Shah, 2009) através da aspiracao folicular guiada por ultrassonografia, tem colocado
0 Brasil em posicéo de destaque no cenario mundial. Aliadas a producéo in vitro de embrides,
tanto a puncéo folicular quanto a superovulagéo de doadoras para posterior coleta de embrides
representam juntas o maior encurtamento do intervalo entre geracdes, trazendo avancos
zootécnicos consideraveis, e com isso a possibilidade de um enorme aumento na pressdo de
selecdo, sendo isso ainda potencializado pela melhor eficiéncia com o uso de semen sexado.
Além disso, o legado da informacéo a respeito dos fenébmenos que regem o desenvolvimento
embrionario e fetal é indiscutivel, e seguramente ha uma simbiose satisfatria entre a pesquisa
e a aplicacdo comercial das técnicas de reproducdo assistida.

N&o obstante, é consenso entre instituicdes de pesquisa e empresas, o fato de que ainda
existem limitagbes em qualquer sistema, pois quando se comparam embrides produzidos in
vitro versus os produzidos in vivo. Porém, a enorme quantidade de dados gerados e
publicados mundialmente corrobora para que, ap6s cada nova informacdo reportada,
confirmada ou refutada, se consiga trazer essas duas categorias de embrides com suas
eficiéncias e desempenho pds-implantacdo cada vez mais préximas entre si.

Recentemente, com a agregacao da gendmica (Shojaei Saadi et al., 2014, revisado por
Blondin, 2015) no processo de selecdo dos animais de producdo, obteve-se ainda mais
precisdo na hora de identificar, em cada propriedade, machos e fémeas portadores da genética
desejada. Com isso, a producéo in vitro de embrides ndo deve parar de crescer, e 0 incremento
nos indices de eficiéncia da técnica trazem cada vez mais urgéncia na necessidade de se ter
alta eficiéncia também na conservacdo destes embrides, ja& que nem sempre se conta com
barrigas de aluguel sincronizadas, para que estes sejam transferidos a fresco.

Para se ter ideia da répida evolucdo, no final dos anos 90 a producéo in vitro de
embrides raramente era utilizada, ao passo que no ano de 2013, mais de meio milhdo de
embrides registrados foram produzidos, o que corresponde a 42% do total de embrides
produzidos naquele ano (Blondin, 2015). Esse balanco ainda ndo inclui embrides transferidos
com finalidade de pesquisa, ou sem comunicagdo/registro. Por exemplo, nesse periodo, a
nossa instituicdo (CAV/UDESC) contribuiu com apenas 1 registro de nascimento de embri&o,
apesar de raramente ter deixado de produzir dezenas de embrides mensalmente, com

finalidade académica ou cientifica.
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Outro dado extremamente interessante é que nesse mesmo ano de 2013, 20% dos
embrides produzidos in vitro na América do Norte haviam sido previamente criopreservados,
enquanto na América do Sul, apenas 5% deles correspondiam a estruturas previamente
criopreservadas. Essa reducdo na comparacdo entre Ameéricas, ainda, trata do total de
embrides bovinos transferidos, ndo fazendo distingdo entre os produzidos in vitro ou in vivo.
A menor expressividade da transferéncia de embrides criopreservados seria mais drastica
ainda se fossem levadas em consideracdo os embrides produzidos a partir de od6citos
previamente criopreservados.

Contudo, a cada ano novas informacdes sdo obtidas e tendéncias apontam para que
novas vertentes da pesquisa, que contribuem para a aplicacdo comercial de técnicas que
maximizem o potencial reprodutivo da espécie bovina, como a possibilidade de dispensar as
etapas laboratoriais para utilizacdo de fémeas doadoras de odcitos, mesmo fecundados com
diferentes touros, a chamada IFIOT: producéo de embrides por transferéncia intra-folicular de
odcitos (Fleming et al., 1985, Kassens et al., 2015, Spricigo et al., 2016, Hoelker et al., 2017),
e ainda, a possibilidade de incrementar a qualidade de embrides produzidos, desde que as
doadoras de odcitos possam ser monitoradas quanto a sua dindmica folicular.

A técnica em questdo, 0 “coasting”, consiste em uma manipulacdo hormonal com a
retirada precoce das gonadotrofinas do programa normal de super-estimulagdo, que
proporciona um periodo alongado (e hipoteticamente mais fisioldgico) de maturacdo
oocitaria, principalmente a citoplasmatica. Essa técnica que surgiu em meados da década de
80 para auxiliar na reproducdo assistida em seres humanos (Huddleston et al., 2008), foi
consagrada em bovinos mais tarde por pesquidadores como Blondin et al. (2002). Nem todos
os sistemas de producdo contemplam um impacto positivo utilizando a técnica (Oliveira et al.,
2016). Ainda assim ela tem trazido subsidios para o melhor entendimento e mimetizacdo dos
sistemas de maturagdo, além do impacto econdmico significativo na aplicacdo comercial das
biotécnicas em bovinos.

Juntas, as diferentes estratégias, mescladas, devem proporcionar ganhos consideraveis
na eficiéncia das técnicas aqui investigadas, e sobretudo conferindo mais liberdade nos
acasalamentos de programas de melhoramento genético, no caso de bovinos de alta produgéo,
bem como no incremento da relacéo custo-beneficio, onde um nimero menor de doadoras ird
proporcionar o equivalente em bezerros nascidos. Ndo menos importante que todo o mérito
zootécnico e académico que se espera do aprimoraramento de protocolos de produgdo de
embrides ou de criopreservagdo (de oocitos ou de embrides), deve-se ressaltar a importancia

que a criopreservacdo apresenta diante de contratempos, tais como acasalamentos
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equivocados, a perda de caracteristicas fenotipicas em funcdo de uma situacdo econémica
momentanea da industria agropecuaria, e mesmo diante de catastrofes ambientais, epidemias,

e qualquer situacdo que coloque alguma raca ou fen6tipo em risco de ser eliminado.

2.2 ASPECTOS COMERCIAIS E CIENTIFICOS DA CRIOPRESERVACAO DE
OOCITOS E EMBRIOES

Conforme revisado por Mapletoft (2013), o desenvolvimento de técnicas efetivas para
criopreservar embrides bovinos ja ocorreu nos anos 70, quando pesquisadores (Wilmut &
Rowson, 1973; Whittingham, 1971; Whittingham et al., 1972) ofereceram a possibilidade de
ndo mais ser necessario a disponibilidade imediata de uma receptora sincronizada no
momento da obtencdo do embrido. Porém, no inicio as técnicas propostas eram muito
complicadas e dispendiosas, necessitando de equipamentos muito caros e de uma
manipulagdo demorada.

Posteriormente, ja em meados dos anos 80, a técnica utilizada para criopreservar
embrides foi simplificada com o advento da vitrificacdo (Rall & Fahy, 1985). Esta técnica,
apesar de ter sido reportada ha mais de 30 anos, protagonizou grandes avan¢os a partir dos
anos 90 e 2000, quando variagcbes da técnica a tornaram menos danosa as estruturas
preservadas, em funcdo de alternativas de menor toxicidade e do aumento das taxas de
resfriamento.

A Vvitrificacdo consiste em promover consideravel desidratacdo citoplasmatica das
estruturas celulares a serem conservadas, seguindo principios fisicos de simples compreenséo.
Conforme demonstrado por Rall & Fahy (1985) quando publicaram a sobrevivéncia dos
primeiros embrides de camundongos a técnica de criopreservacdo. A abordagem consiste na
utilizacdo de solucBes aquosas adicionadas de substancias crioprotetoras em altissimas
concentracgdes e resfriamento até baixissimas temperaturas. Nesse ponto, ja com a temperatura
suficientemente baixa, essas solucdes se tornam tdo viscosas que solidificam sem formar
cristais de gelo durante o processo.

Ainda, corroborando com o que foi descrito por Mazur (1963), durante a vitrificacdo, a
matriz extra-celular se vitrifica, dai o termo vitrificacdo. Apesar de ser um processo parecido
com as tecnicas previamente propostas, durante a vitrificacdo, ndo apenas o ambiente intra-
celular é poupado da formacédo de cristais de gelo, mas também toda a solucdo extra-celular.

Por isso, o diferencial da técnica é a capacidade real de criopreservar estruturas na auséncia de
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gelo, e ndo apenas evitando-se a formacéo de cristais em determinadas regides das células
submetidas a criopreservagao.

Apesar desses pré-requisitos para se obter o processo de vitrificacdo, esta pode
também ser obtida em situacBes distintas, como por exemplo, a partir de uma taxa de
resfriamento muito baixa, ou com baixissimas concentracdes de crioprotetores (revisado por
Saragusty & Arav, 2011). Entretanto, a modalidade mais consagrada e que j& proporcionou 0s
melhores resultados, associa a classica combinacdo de altas taxas de resfriamento com
altissimas concentracdes de crioprotetor.

Uma maneira de se maximizar ainda mais a velocidade de resfriamento, surgiu com a
técnica do “slush”. Este consiste em baixar a temperatura no nitrogénio liquido, provocando
uma mudanca de estado fisico, onde além de baixar a prépria temperatura do nitrogénio,
qguando proximo do seu ponto de solidificacdo, este adquire a capacidade de entrar em contato
com diferentes materiais sem ocorrer o desprendimento usual de gases atmosféricos. Com o
slush, se obtém taxa de resfriamento de 2-6 vezes mais alta em comparagdo ao uso de
nitrogénio em atmosfera normal (Arav, 2014).

Desde entdo, o desafio tem sido tornar a técnica altamente eficiente para estruturas de
menor criotolerancia, onde se destacam, no caso da espéecie bovina, embrides produzidos in
vitro, e principalmente, 0s 00citos.

Desde os primeiros relatos de sucesso na vitrificacdo de embrides produzidos in vitro e
odcitos bovinos, o laboratério de reproducdo animal do CAV, assim como indmeros
parceiros, vem sistematicamente contribuindo com resultados expressivos, sendo essa
constante busca por novos desafios, renovada a cada novo resultado. Alguns dos resultados
que podem ser apontados sdo 0 nascimento de bezerros, ap6s a vitrificacdo dos embrifes em
palhetas abertas estiradas (Vieira et al., 2002), o incremento na eficiéncia mediante métodos
de envase alternativos (Bunn et al., 2008), e finalmente a melhora significativa na eficiéncia
com a aplicacdo de vacuo no nitrogénio liquido (Santos et al., 2003, Mezzalira et al. 2009),
tendo nesse caso especifico, os estudos sido viabilizados gracas a confecgdo do equipamento
“Nitrocooler” (Figura 1), pelos entdo pesquisadores do laboratorio (Alceu Mezzalira e
Arnaldo Diniz Vieira), na época, e que vem sendo aperfeicoado desde entdo, para que

proporcionasse mais acuracia nas avaliacdes.



26

Figura 1 - Prototipos do “Nitrocooler”, ambos em versdo com controle de pressdo através da

adaptacdo de um bardémetro acoplado em seu sistema de succao.
Fonte: proprio autor.

Em uma linha de pesquisa paralela, ainda com importantes parceiros, uma série de
experimentos vem buscando incrementar os indices ap0s a criopreservacdo de o6citos através
de variacbes na propria solucdo que contém os crioprotetores (Ohlweiler et al. 2013,
Mezzalira et al. 2017). Desse modo, a contribuicdo cientifica dessa instituicdo e a interacdo
com o cendrio da pesquisa nacional e mundial vem mostrando resultados expressivos

conforme evoluem as técnicas e os indices de eficiéncia.

2.3 ESTRESSE CONTROLADO COMO ESTRATEGIA PARA INCREMENTAR A
RESISTENCIA CELULAR

Os variados procedimentos envolvidos nas técnicas de reproducdo assistida, acabam
exercendo alguma forma de estresse ndo controlado, em estruturas tais como odcitos e
embrides. Uma crescente quantidade de relatos sobre estratégias que consistem em aplicar
alguma forma de estresse sub letal, de maneira controlada, em gametas e embrides,
principalmente durante as etapas da producdo in vitro, tém consolidado que, a0 menos na
grande maioria das vezes, esse tipo de estratégia é benéfico. As principais modalidades ja
apresentadas envolvem formas de estresse sub letal baseado em aumento de pressédo
hidrostatica, pressdo osmatica, aquecimento ou estresse oxidativo.

Nossa opcao pela aplicagdo da pressédo negativa como forma de estresse controlado,
foi embasada, além de o fato de dados a respeito da pressdo negativa ainda serem escassos na
literatura, na busca por uma modalidade que traga o minimo de desvantagens possiveis. A
pressdo hidrostatica positiva pode trazer como principal desvantagem a geracdo de estresse

oxidativo; a pressao osmotica, aplicada em estruturas de origem variavel, tal como é um pool
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de odcitos oriundos de diferentes doadoras, pode acarretar danos mecanicos irreversiveis as
organelas; j& o aquecimento poderia acarretar a descaracterizacdo de particulas lipidicas,
sabidamente abundantes em odcitos e em embrides produzidos in vitro.

Entretanto, deve-se esclarecer que essas modalidades de tratamento com estresse sub
letal, e até mesmo a utilizacdo disso como estratégia para influenciar na sobrevivéncia, nao foi
algo pioneiro do ramo da embriologia (revisado por Pribenszky et al., 2010). Em meados de
1900, a aplicacdo de altas intensidades de pressao hidrostatica ja vinha sendo amplamente
investigada, com a finalidade de aumentar o tempo de prateleira de géneros alimenticios, entre
tantos, se destacando os experimentos com leite, do pesquisador Hite (1899), que viveu entre
1866 e 1921. Na ocasido, Hite testava um cilindro hidraulico onde iniciou submetendo leite a

alta pressao hidrostatica positiva (Figura 2), combinando a variagdes na temperatura.

TR

Figura 2 - Protétipo utilizado par Hite em 1899, para executar os experimentos sobre o efeito
da presséo na preservacéo do leite.
Fonte: Hite, 1899.

Porém, o evento que talvez possa ser assinalado como marco do nascimento dessa
linha de pesquisa, foi quando Wememkamp-Kamphuis et al. (2002) relataram que ao
contrario do esperado, a associacdo de estresse pelo frio com o estresse por alta pressao
hidrostatica exacerbou a proliferacdo de bactérias L. monocytogenes ao invés de inibir, sendo
esse evento confirmado mais tarde por Hayman et al. (2008). Aparentemente, os efeitos

bioldgicos do primeiro estresse aplicado, o choque térmico, acabou pré-condicionando as



28

bactérias a passarem mais fortes pela segunda modalidade de estresse aplicado, nesse caso a
pressao hidrostatica positiva. 1sso foi confirmado mais tarde com bactérias E.coli, (Aerstsen et
al., 2004), quando o inverso ocorreu, com a E.coli se tornando mais resistente a choque
térmico gracas ao tratamento por pressao hidrostatica positiva.

De uma maneira geral, embora os mecanismos celulares e sub celulares que
supostamente contribuem na sobrevivéncia ou na mortalidade (Frey et al., 2008) de células e
organismos atuem de forma orquestrada, esses processos agindo de forma isolada, requerem
investigacOes posteriores, e com alta probabilidade de que se consigam respostas consolidadas
somente a longo prazo.

O que se pode afirmar € que esse novo principio, de por exemplo incrementar a
tolerancia a alguma forma de fatores estressantes inevitaveis, através da aplicacdo de variadas
formas de estresse sub letal, estd esbocando uma estratégia completamente nova em
embriologia, e também um potencial promissor de contribuir com incrementos de eficiéncia
importantes no campo da criopreservagao.

Entre os principais resultados ja conhecidos, podem ser apontados: uma melhor
tolerancia ao estresse por odcitos suinos tratados pela pressdo hidrostatica positiva
(Pribenszky et al. 2008). Ainda, uma maior criotolerdncia de embrides suinos clonados
utilizando como citoplasto receptor, odcitos previamente submetidos a pressdo hidrostatica
positiva (Du et al. 2008).

A pressdo hidrostatica positiva também proporcionou um incremento dos parametros
seminais em bovinos (Pribenszky et al. 2007), assim como maiores leitegadas ap6s o
tratamento de sémen suino (Kuo et al., 2008). Inclusive com ouricos do mar, ja foi constatado
que estes sobrevivem até a pressao positiva de 100-150 atm., dependendo da temperatura do
ambiente em que se encontram (Tyler et al., 2000).

Em contra-partida, alguns dados relevantes obtidos pelo grupo de pesquisa do CAV,
porém com a pressdo negativa, foram: incremento na taxa de eclosdo, quando blastocistos
bovinos foram submetidos a pressdo negativa (Mezzalira et al. 2010), sendo nesse estudo
também estabelecido que o intervalo de recuperacéo ideal para o nosso sistema é de 2 h apos
submissé@o de embribes ao “Nitrocooler”. Para embrides bovinos vitrificados, o tratamento por
pressdo negativa anulou a diferenca significativa entre embrides frescos e vitrificados (Albino
et al., 2012), além de um incremento na criotolerancia de sémen ovino (Casali et al., 2014). A
pressdo negativa pode ser medida com 0 mesmo tipo de equipamento utilizado para medir a
pressdo histrostatica positiva. E ensaios ja mostraram que a pressdo negativa tem efetivo

potencial de alterar a sobrevivéncia das estruturas por ela tratadas. Os principios da resposta
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fisiolodgica ao estresse podem ser extrapolados desde os seres unicelulares, menos
desenvolvidos, até organismos complexos, tais como seres humanos. Ao enfrentar uma
situacdo estressante, o organismo produz e libera fatores que irdo desencadear a melhor
adaptacdo possivel ao fator estressor. Uma vez liberados tais fatores, o organismo em questéo
se torna um pouco mais tolerante mediante a mesma situagéo estressante, podendo ainda essa
maior resisténcia ser extrapolada para outras situagdes, igualmente estressantes, porém de
origem diferente da primeira. O que ira ocorrer apos a liberacdo dos fatores de tolerancia vai
ser inlfuenciado pela intensidade do estresse provocado, assim como pela intensidade da
resposta. Existe um plateau hipotético, onde ao ultrapassar esse limite, or organismos podem
desencadear problemas futuros, tais como a ocorréncia de lesdes, morte, ou problemas
crénicos de saude. A partir deste principio, da resposta fisiologica ao estresse, assim como
através de ansaios e de resultados prévios produzidos pelo nosso grupo de pesquisa, foram
delineados os experimentos que compde esse estudo, visando encontrar os fatores e as
intensidades de estresse que ndo ultrapassem o limite da resposta fisioldgica ao estresse, e
aproveitando o desenvolvimento desses fatores de tolerancia para incrementar a eficiéncia da
producdo de embrides e também da criopreservacao.

Certamente, nas proximas décadas, a aplicacdo dessas novas estratégias para
incrementar a eficiéncia das técnicas de reproducdo assistida trard importantes avangos, com
consequéncias impactando o que se tem de conhecimento tedrico, e certamente também com
uma ampla aplicacdo préatica. Talvez esse possa ser um dos principais campos a contribuir
para encurtar a distancia entre a pesquisa académica e a implementacdo das informacgoes

obtidas na esfera comercial, e finalmente, no campo.

2.4 MATURACAO CITOPLASMATICA E MOLECULAR DO OOCITO

A meiose, especificamente na fémea, é sabidamente um processo que prioriza como
resultado final uma Unica célula madura e haploide, ao contrario do que ocorre com 0sS
gametas masculinos. Isso se da justamente em funcgdo de toda a tarefa que o odcito precisa
cumprir, até que haja a ativacdo do genoma do novo individuo gerado (Laurincik et al., 2003),
apos o processo de fecundacdo. Dentre os varios fatores ja descritos por participarem desse
processo, 0 que mais se destaca, independente da espécie em questdo, ¢ o MPF (“meiosis
promoting factor”), que j& estd consagrado ndo apenas por sua participacdo importante na
meiose, mas também na maturacdo oocitaria e nas subsequentes mitoses (Gerace et al., 1980,
Rime et al., 1988, Hyttel et al., 1996).
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Os fendmenos que regem a expressdo (ou seja, 0 aparecimento e desaparecimento) do
fator promotor de maturagdo/mitose/meiose, ou simplesmente MPF, j& foi descrito por
diferentes autores para as espécies murina (Hashimoto e Kishimoto, 1988), sapos do género
Xenopus (Gerhart et al., 1984) e estrelas do mar (Doreé et al. 1983). O que demonstra que
esses eventos séo bem conservados ao longo do processo evolutivo.

A melhor compreensdo de todos os eventos envolvidos nas fases que antecedem,
assim como no periodo logo ap6s a ovulacédo, trouxe uma série de perguntas, que a medida
que foram sendo respondidas, estabeleceram alguns conceitos muito simples de ser
compreendidos. Até hoje se trabalha para que os sistemas de produgdo de embriBes estejam de
acordo com o que ja se tem preconizado, conforme os eventos da dindmica da maturagéo
oocitaria e da ovulacdo propriamente dita.

Por exemplo, a competéncia meiotica e o proprio desenvolvimento, sdo estabelecidos
durante o crescimento do odcito, justamente nesse periodo que antecede a maturagdo nuclear
(Anderiessz et al., 2000). Com isso, cada vez mais se procura aperfeicoar os sistemas de
producdo de embribes e as técnicas de reproducdo assistida, dando destaque para este periodo,
gue ocorre: ainda na fémea, quando os odcitos sdo obtidos de doadoras; ou inicia a partir do
momento que os foliculos de ovérios provenientes de abatedouro sdo aspirados, sendo
posteriormente 0s o6citos recuperados.

Independente da forma de obtencéo dos odcitos, pode-se empregar 0 mesmo raciocinio
desenvolvido a partir dos resultados de Blondin (1997) e Blondin et al. (2002), que enfatizam
as evidéncias fisiologicas encontradas em alguns estudos muito esclarecedores, no que se
entende pela obtencdo do odcito que seja 0 mais capacitado possivel. Nesse caso, 0s 00citos
foram obtidos e maturados in vivo, para a posterior producdo de embrides in vitro.

Quando a supressdo de FSH (hormonio foliculo-estimulante) em vacas super-
estimuladas foi feita por 48 h (15 h a mais do que as convencionais 33 h de supressdo), houve
um incremento no diametro folicular médio, que apesar de poder estar correlacionado com
melhor qualidade oocitaria, ndo demonstrou diferenca nesse estudo. Entretanto, quando
avaliada a eficiéncia na produgdo de blastocistos, apos esse “coasting” por periodo adicional
de 15 h, esses indices foram estatisticamente superiores. Esse mesmo efeito benéfico foi
obtido com a administracdo de LH (hormdnio luteinizante), 6 h antes da aspiracéo folicular
para a obtencao dos oocitos.

Os autores especularam que as mudancgas fisiologicas proporcionadas pela
administracdo de LH proporcionaram um ambiente mais parecido com o ambiente folicular,

no momento proximo da ovulacdo, e com isso, fatores promotores da maturacao
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citoplasmatica podem ter sido liberados. Deve-se enfatizar ainda que, 0s odcitos recuperados
6 horas (Blondin et al., 2002) ap6s a administragdo de LH, ainda se encontravam imaturos,
pois ja estd estabelecido que sdo necessarias no minimo 9 h para que a maturagcdo in vivo
ocorra. Esse periodo era proporcionado aos o06citos no ambiente folicular, porém antes da sua
maturacdo, ou seja, antes da retomada da meiose; sendo que este manejo parece ter sido
primordial para o incremento nas taxas de desenvolvimento embrionério obtidos através dessa
estratégia.

Com isso, uma possivel estratégia para mimetizar esse periodo onde se permite mais
tempo para a maturacdo citoplasmatica, sem a interferéncia da maturacdo nuclear, pode ser
investigada através de protocolos de pré-maturacdo, onde se trabalha com foliculos que ja
foram aspirados. Com essa manipulagéo, se tem um odcito que estd em processo de retomada
da meiose. Nesse ponto, se confere uma espécie de periodo de pausa na maturagdo nuclear,
onde, com a cromatina em “stand by”, apenas fatores citoplasmaticos aproveitam esse periodo
para acomodar-se ao meio e aos demais fatores envolvidos no sistema de maturagéo in vitro,
proporcionando assim um tempo importante para que (antes da entrada dos o0citos em
metafase 11) muito do ambiente em que se encontram, tenham sido assimilados pelas demais
organelas. Em outras palavras, 0 “coasting” ndo deixa de ser uma estratégia de incremento na
adaptacéo.

A hip6tese que se cria nesse contexto é de que assim, as condi¢des terdo se tornado
mais fisiologicas em comparag@o a ndo proporcionar essa espécie de “periodo de adaptacao”
caso 0s mesmos odcitos ndo fossem manejados de maneira a lhes permitir essa presumivel

vantagem.

2.5 PRE-MATURACAO DE OOCITOS E OS EFEITOS CONHECIDOS DO 6-DMAP

Foi ainda em meados dos anos 80, que um analogo da puromicina, chamado de 6-
dimetilaminopurina (6-DMAP), comegou a ser utilizado com o intuito de testar as respectivas
fungdes da sintese e da fosforilagdo de proteinas no processo de retomada da meiose (Rime et
al, 1989). Desde entdo, ja se tem relatos de que ao passo que os inibidores da sintese de
proteinas ndo conseguem bloquear a retomada da meiose, 0 6-DMAP se mostrou capaz de
inibir a quebra da vesicula germinativa, através do processo de inibicdo da fosforilacdo
proteica.

Além disso, ja foi estabelecido que esse processo é reversivel, dependendo da

concentracdo utilizada. Seus efeitos em oocitos que ja sofreram a quebra da vesicula



32

germinativa incluem: reducdo do nivel de fosforilacdo proteica, indugdo da descondensagéo
cromossémica e reformulacéo do envelope nuclear. Esses efeitos sdo validos para odcitos que
ainda ndo extrusaram o primeiro corpusculo polar, pois nesse caso, ja em estagio de metafase
I1, o efeito seria apenas de manter o nticleo em uma espécie de “pausa” (OU repouso).

A ativagdo partenogenetica utilizando 6-DMAP é sabidamente mais indicada para
odcitos bovinos (Hou et al., 2009), em funcdo de algumas particularidades. Se comparado, por
exemplo, com a cicloheximida, as vantagens incluem o fato de que o DMAP inibe a atividade
do MPF através da rota do MAPK (“mitogen activated protein kinase”) (Motlik et al., 1998;
Gordon et al., 2000). J& a cicloheximida, por atuar diretamente na sintese de proteinas,
poderia restringir o acimulo de ciclina B. Com isso, poderia bloguear a re-sintese de MPF. O
MPF deve ser mantido baixo, porém, precisam restar subsidios (substrato) para que ele possa
posteriormente reaparecer. Caso contrario, haveria uma precoce retomada da meiose Il e
consequente ativacdo do odcito, antes do momento adequado. Ainda, 0 6-DMAP sabidamente
causa a extrusdo do corpusculo polar (Susko-parrish et al., 1994), gerando assim um partenoto
diploide, que hipoteticamente, passaria melhor nos pontos de checagem (Bates & Vousden,
1996) do ciclo celular (“checkpoints™), do que um embrido por exemplo tetrapléide, podendo
se dever a isso o fato da sua melhor eficiéncia. Apesar dessas informacdes sobre a ploidia dos
embribes ndo terem sido acessadas em nosso sistema de producdo de embribes, essas
informacdes formam embasamento suficiente para justificar o uso do 6-DMAP.

Somado a isso, tem-se o fato de que a molécula ja vem sendo utilizada no nosso
protocolo de ativacdo, em experimentos com a clonagem de bovinos. Apds alguns pilotos
(dados nédo publicados), foi estabelecido que a mesma concentragéo utilizada no protocolo de
ativacdo seria compativel com os tratamentos de pré-maturacdo realizados. Ja o tempo de
exposicdo ao DMAP, que foi de 3 h, foi estabelecido com base em trés fatores (dados nédo
mostrados): o tempo maximo de duracdo dos tratamentos pré-maturacdo, que nao afetasse a
ativacdo, em funcgéo de envelhecimento do odcito (28-30 h no maximo, preconizando sempre
que possivel 28 h); o tempo maximo em que os odcitos, quando ativados, permaneciam no
DMAP sem comecar a apresentar evidéncias morfoldgicas de progressao do ciclo celular (4-6
h, sendo que com 6 h os odcitos ja apresentavam alongamento, alteracdo morfoldgica tipica
de entrada em citocinese); e tempo minimo necessario para que a exposicdo do DMAP
causasse algum efeito positivo na ativacdo oocitaria (a partir de 2 h ja houve alteracdo nas

taxas de clivagem).
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2.6 COMO OS MARCADORES DE APOPTOSE PODEM AUXILIAR A MENSURAR O
ESTRESSE CELULAR EM UM SISTEMA DE CULTIVO

Embrides bovinos produzidos in vitro ja foram previamente descritos como
possuidores de um indice de apoptose inversamente relacionado ao nimero de blastémeros
(Byrne et al., 1999), o que indica que apds a ativacao inicial, (que por si sO ja gera uma
primeira incidéncia de apoptose) essa mortalidade celular programada reduz, conforme o
blastocisto expande. Ainda, foi observado que a maior incidéncia de apoptose se concentrou
em células da massa celular interna, em detrimento das do trofectoderma.

De acordo com dados publicados por Bates & Vousden (1996), antes da ativacdo do
genoma os transcritos especificos relacionados a morte celular estdo abaixo de um limiar,
sendo que essa informacdo vem de encontro ao mecanismo proposto por Matwee et al.
(2000), pelo qual embribes bovinos combinam fatores estressantes ambientais com
anormalidades cromossémicas. Com isso, esses embrides podem ser capazes de acomodar
células danificadas ou anormais, a medida que o embrido vai progredindo, indicando que em
estagios tardios, os embrides assumem um maior potencial de desenvolvimento.

E interessante ressaltar que, apesar de em dltima instancia, a apoptose representar a
morte celular, esta foi o escopo (Hardy, 1997) de andlises que revelaram particularidades que
a diferenciam de outros tipos de morte celular, como por exemplo a necrose. Enquanto a
necrose € caracterizada principalmente por desintegracdo nuclear, inchaco do nucleo e ruptura
das membranas celulares internas e externas com derramamento de enzimas e iminente dano
causado as células adjacentes, a apoptose possui como caracteristica marcante afetar células
individuais, e ndo grupos ou células adjacentes, a ndo ser que tenham efetivamente sido
programadas para tal. E, portanto, mais comumente pensada como uma morte celular
direcionada (Schimke et al. 1994, Ko & Prives, 1996), que ocorre para assegurar O
desenvolvimento normal, a diferenciacdo, quando for o caso, e também eliminar células
portadoras de defeitos ou danos que poderiam comprometer o desenvolvimento e o
funcionamento de sistemas/organismos.

As mitocondrias sdo organelas comumente afetadas nas mais variadas modalidades de
técnicas de reproducdo assistida. Entre tantas atribuicdes que estas organelas possuem, uma
delas ¢ a liberacdo do citocromo-C, que é o responsavel por ativar a caspase (revisado por
Reed, 1997). Por isso, pode-se partir do principio de que em um ambiente celular que contém

abundancia de citocromo-C e auséncia de inibidores de caspases, a célula que passa por
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alguma situagdo estressante vai entrar em apoptose, porém com sua propria morte programada
ela ira manter o transporte de elétrons funcionando.

Caso contrario, em um ambiente celular que esta sofrendo estresse, mas é desprovido
de caspases, ou se tem abundantes inibidores destas, ou ainda ha pouca concentracdo de
citocromo-C, e o processo de apoptose ndo € induzido. Assim, essas células sobrevivem por
um periodo mais longo, que ird culminar com a morte de qualquer forma, mas sem manter a
integridade do transporte de elétrons. O resultado disso vai ser a necrose, que como ja
apresentado, é um processo mais danoso em comparacdo com a apoptose, por destruir células
adjascentes e ainda por liberar produtos de lise e substancias toxicas (Green & Reed, 1998).

Apesar de todas essas variaveis, ja esta consolidado que, dentro de um mesmo sistema,
variacdes de protocolo e manipulagdes in vitro podem afetar o indice de apoptose (Matwee et
al., 2000). Inclusive, ja foi hipotetizado por Weil et al. (1996) que todas as células nucleadas
de mamiferos detém o potencial de entrar em apoptose, ou seja, 0 que pode ser alterado é a
rota e em que condicdes ela ird ou ndo acontecer. As alteracdes morfoldgicas causadas pela
apoptose na célula envolvem condensacdo citoplasmatica e de cromatina, aléem da separacédo
do nucleo em discretas massas e da clivagem do DNA (Matwee et al., 2000).

Dessa forma, a informacdo de proporcdo de células embrionéarias afetadas ou nédo por
essa cascata, pode gerar informacgdes importantes nos aspectos de menor estresse possivel,
ocasionado pelo sistema de producéo. Por outro lado, informag6es de resposta e/ou toleréncia
ao estresse, combinadas, podem trazer novas estratégias para o sucesso da técnica de

producdo de embrides.

2.7 ASPECTOS GERAIS DA IMPORTANCIA DO PRESENTE ESTUDO PARA A
EVOLUCAO DA PRODUCAO E CRIOPRESERVACAO DE EMBRIOES BOVINOS

Conforme ja estd estabelecido e consolidado, a investigacdo de protocolos que
busquem melhor eficiéncia apds a criopreservacao de oocitos e producgéo in vitro de embrides
a partir destes, promove avancos magnificos do ponto de vista comercial. A busca incessante
pelo incremento da eficiéncia, que nem seria cogitada poucas décadas atras, parte nao sé do
estimulo de manter ou melhorar a qualidade genética e a lucratividade da pecuéria. Mas
tambem, da busca em promover maior liberdade na escolha dos acasalamentos, independente
dos indices atuais de determinados doadores de genética, além do incremento das

possibilidades de conservacdo de gametas e embrides de qualidade inferior, ou de animais que
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ndo estivessem adequadamente preparados para fornecer seu genoma para as técnicas de
reproducéo assistida.

Ja na esfera académica, os mecanismos e protocolos investigados, assim como as
informacbes geradas e interpretadas no decorrer desse estudo irdo gerar informacdes
importantes para elucidar, através desses novos dados, fenémenos que j& sabidamente regem
o0 desenvolvimento embrionario e em Ultima instancia, o sucesso ap6s a implantagao.

Para isso, esse estudo contemplou quatro fases, com os respectivos enfoques em
buscar: a intensidade de pressao negativa ideal a ser utilizada em odcitos; a intensidade de
pressdo negativa ideal a ser utilizada em embrides; as melhores condigdes de pré-maturacéo
para odcitos; e finalmente, a associacdo dos fatores que previamente proporcionaram melhor

desempenho, com a concomitante criopreservacdo de odcitos bovinos imaturos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DOS OOCITOS

Os ovarios obtidos em abatedouro foram transportados até o laboratério, em recipiente
térmico contendo solucdo fisioldgica em temperatura ambiente (25-30°C). Os complexos
cumulus-oophorus (ou simplesmente odcitos) foram obtidos por aspiracédo dos foliculos com
auxilio de uma bomba de vacuo, e selecionados sob lupa estereomicroscopica no proprio
fluido folicular. Em todos os experimentos foram utilizados apenas o6citos de qualidade boa
ou excelente conforme critério morfologico previamente descrito (Ohlweiler et al., 2013).

3.2 SUBMISSAO DOS OOCITOS A PRESSAO NEGATIVA

Os odcitos eram submetidos as diferentes intensidades de pressdo negativa em tubos
de 1,5 mL, sendo que estes, desde a aspiracdo dos foliculos, passavam pela recuperacdo e
selecdo, sempre mantidos no préprio liquido folicular, onde também eram submetidos aos
tratamentos de pressdo negativa.

Para tal, os tubos contendo 0,4 mL de liquido folicular centrifugado e o0s odcitos
alocados em cada grupo experimental eram colocados dentro da camara hermética do
equipamento (“Nitrocooler”), que era fechada antes de ligar o equipamento. O Nitrocooler era
entdo ligado com incremento de pressdo de 33 mBar/seg de maneira continua, até atingir a
pressdo desejada (250, 500 ou 750 mBar), sendo a respectiva pressdao mantida por 1 min.
Apos, o motor do equipamento era desligado, porém a valvula era mantida fechada por mais 3
min. A pressdo era entdo gradualmente diminuida (5 mBar/seg), através de cuidadosa abertura
manual da propria valvula, até atingir a pressdo atmosférica. Em seguida, os tubos contendo
0s oocitos (ainda mantidos no proprio liquido folicular) eram retirados do equipamento, seu
conteddo era depositado em uma placa onde os odcitos eram recuperados, submetidos a
lavagens em meio de maturagdo ou conforme o tratamento do respectivo grupo experimental.

Em seguida, os oocitos eram destinados a maturagdo in vitro, ou eram submetidos a
algum dos protocolos de pré-maturacdo. Independente do caso, qualquer tratamento adicional
era realizado pelo menos 2 h ap0s os tratamentos com a pressdo, e 0s 00citos durante este
intervalo eram sempre mantidos em condi¢Oes controladas de incubagdo, a 38,5°C, em

umidade saturada e 5% de CO, em ar.
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3.3 VITRIFICACAO DOS OOCITOS E MATURACAO IN VITRO

Os oocitos previamente selecionados por critério morfologico foram vitrificados de
acordo com metodologia descrita anteriormente (Santos et al., 2006, Bunn et al., 2008,
Mezzalira et al., 2017). Resumidamente, 0s 00citos eram primeiramente expostos a solucdo de
equilibrio, contendo meio de manipulacdo (TCM-Hepes + 10% de soro fetal bovino)
acrescido de 10% etileno glicol (EG) + 10% dimetilsulféxido (DMSO) durante 30 s, e em
seguida transferidos para a solucdo de vitrificacdo, contendo 20% EG + 20% DMSO + 0,48
M sacarose (SAC). Gotas de 2-3 L desta solucdo, contendo 3 a 5 o4citos eram aspiradas por
capilaridade para a extremidade estirada da micropipeta de vidro, sendo esta imersa em
nitrogénio liquido (N2oL) super-resfriado. O tempo total na solucdo de vitrificacdo antes da
imerséo em N2L era de 25 s.

Para o reaquecimento, a micropipeta era retirada do N2L, exposta por 2 s ao ar, e cerca
de apenas 2 s apds, era imersa em pocgo contendo 0,26 M SAC, durante 5 min. Os odcitos
eram entdo transferidos para solucdo de 0,16 M SAC, onde permaneciam por mais 5 min. Em
seguida os odcitos eram transferidos para po¢o contendo 500 pL de meio de manipulagéo,
onde permaneciam por 5 min ou até 0 momento de serem transferidos para a maturacéo in
vitro ou para os tratamentos de pré-maturacéo.

O meio de maturagdo (MIV) consistia de TCM-199 acrescido de 5,95 mg/mL de
Hepes, 2,62 mg/mL de NaHCOs3, 0,025 mg/mL de piruvato de sédio, 0,01 IU/mL de FSH, 0,5
pug/mL de LH, e 10% v/v de soro fetal bovino. Ao passo que a pré-maturacdo era feita nesse
mesmo meio, porém desprovido das gonadotrofinas e do soro fetal bovino. Ainda, a pré-
maturacdo era acrescida ou ndo de 5 uM de 6-DMAP. As condigdes de incubacdo eram
sempre as mesmas (10 odcitos / puL), em estufa, com umidade saturada (95% de umidade), em
atmosfera contendo 5% de CO2 em ar, durante o periodo de 18 a 24 h, dependendo da

submissdo ou ndo a pré-maturagéo.

3.4 FECUNDACAO IN VITRO

Para a fecundacéo in vitro, foi utilizado sémen criopreservado de um touro Bos taurus,
proveniente de empresa comercial, previamente testado em nossas condi¢fes, antes do inicio
das sessbes. ApoOs o descongelamento a 36°C, os espermatozoides foram selecionados pela
técnica de mini-percoll modificada (Ohlweiler et al., 2013) em meio TALP-Sperm. Apoés

ajustar a dose inseminante para 1 x 10° espermatozoides viaveis/mL, os odcitos maturados e
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0S espermatozoides eram co-incubados em meio TALP-Fert suplementado com BSA (6
mg/mL piruvato (0,022 mg/mL), heparina (30 pg/mL) e PHE (penicilamina 30 pg/mL,
hipotaurina 15 pM, epinefrina 1 uM), durante 18-24 h.

3.5 DESNUDAMENTO DOS OOCITOS, SELECAO DOS MATURADOS E ATIVACAO
PARTENOGENETICA

Os o0citos que ndo eram destinados a fecundacdo in vitro, eram submetidos ao
desnudamento logo ap6s o término do periodo de maturacéo. Para tal, estes eram submetidos
a pipetagens sucessivas, no préprio po¢o da placa em que se encontravam, que era acrescido
de 200 pL de meio de manipulacdo para manutencao do pH.

Para a selegdo, os odcitos eram examinados sob lupa estereomicroscopica, sendo
apenas 0s que apresentassem a extrusdo do primeiro corpusculo polar mantidos e submetidos
ao protocolo de ativacdo partenogenética conforme descrito previamente (Ribeiro et al. 2009),
mediante exposicao a 5 UM de ionomicina em meio de manipulacdo durante 5 min seguido da

exposicdo em 2 mM de 6-DMAP em meio de cultivo, durante 3-4 h.

3.6 CULTIVO IN VITRO

O cultivo in vitro era também realizado em placas de 4 pogos contendo 400 pL de
meio SOFaaci (10 embrides / pL) suplementado com 5% de soro fetal bovino, sob 6leo
mineral, em atmosfera de 5% de CO2, 5% de O. e 90% de N2, a 38,5°C, durante 7 dias,
guando eram entdo avaliados e, dependendo do caso, alocados nos respectivos grupos

experimentais ou fixados para avaliagdes por imunofluorescéncia.

3.7 SUBMISSAO DOS BLASTOCISTOS A PRESSAO NEGATIVA

Os embrides eram submetidos as diferentes intensidades de pressao negativa dentro da
propria placa de cultivo, pois as manipulacfes ndo excediam o tempo usual de manutencao do
meio de cultivo fora da estufa, e além disso, j& havia sido previamente constatado que o pH do
meio ndo alterava significativamente, inclusive em fungéo do periodo de submissédo ao vacuo.

Para tal, a placa de cultivo contendo os embrides era colocada dentro do container
hermético do equipamento (Nitrocooler) que tinha sua tampa fechada antes de ligar o
equipamento. O equipamento era entdo ligado com incremento de pressdo de 33 mBar/seg de
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maneira continua, até atingir a presséo desejada (250, 500 ou 750 mBar) que era mantida por
1 min. Apds, o equipamento era desligado, porém mantendo a valvula fechada por mais 3
min. A pressdo era entdo gradualmente diminuida (5 mBar/seg), através de cuidadosa abertura
manual da propria valvula, até atingir a pressdo atmosférica. Em seguida, a placa de cultivo
mantendo os embrides era removida do equipamento, e retornava para a estufa para seguir em
condicBes controladas de incubagdo até o prosseguimento dos tratamentos. A vitrificacdo dos

embrides era iniciada duas horas ap06s o término da aplicacdo do estresse.

3.8 VITRIFICACAO E REAQUECIMENTO DOS EMBRIOES

Os blastocistos e blastocistos expandidos no dia sete de cultivo foram transferidos para
uma solucdo de equilibrio, que consistia de meio de manipulacdo contendo 10% EG + 10%
DMSO, durante 60 s, e em seguida eram depositados na solucdo de vitrificagdo, contendo
20% EG + 20% DMSO em meio de mainipulacdo. Os embrides eram entdo envasados em
gotas de 1-2 puL do mesmo meio, em numero de 3-6 dentro de micropipetas de vidro de
aproximadamente 0,6 mm de didmetro, e imersos imediatamente em NzL. O tempo total na
SV antes da imersdo em NoL era de 25 s. Para o reaquecimento, a micropipeta era retirada do
N2L, exposta por 2 s ao ar sendo imediatamente imersa em pogo contendo 0,26 M SAC
durante 5 min, sendo os odcitos transferidos para solugdo de 0,16 M SAC, onde permaneciam
por mais 5 min. Em seguida os odcitos eram transferidos para o poco de uma placa de cultivo,
contendo 500 puL de meio de manipulagdo, onde permaneciam até o momento de serem
transferidos para a placa de cultivo para posterior avaliagdo da progressao do

desenvolvimento embrionario.

3.9 IMUNOFLUORESCENCIA

Para avaliacdo da incidéncia de apoptose nos blastdmeros, blastocistos foram
submetidos a técnica de imunofluorescéncia (IF), para deteccdo de caspase-3 clivada
(Coutinho et al. 2001). Para isso, os embrides foram coletados e fixados por 20 min em
formaldeido a 4% com 3% de BSA. Os embrides foram entdo incubados em PBS
suplementado com 3% BSA e 0.5% Triton X-100 por 1 h, a 37°C. Apds, os embrides eram
lavados 2 vezes em solugéo de bloqueio (PBS com 0.2% de Tween-20 e 3% BSA) sendo
entdo expostos ao anticorpo primario anti-caspase 3 clivada (CC3) de coelho anti-

camundongo, por 2 h, sendo que este era diluido em solugédo de bloqueio na proporg¢éo 1:400.
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Apos, as amostras eram lavadas 3 vezes por 20 min em solucdo de bloqueio, sendo entdo
incubadas por 2 h a 37°C, na presenca do anticorpo secundario Alexa Fluor 488 cabra anti-
coelho, na proporcao de 1:1000. Os embrides eram entdo lavados em solucdo de bloqueio
contendo Hoechst 33342. Para visualizacdo, os embrides eram montados entre lamina e
laminula em uma gota de Mowiol e observados sob luz ultra-violeta em microscdpio de epi-
fluorescéncia invertida. O numero de células positivas para CC3 foi contado em cada
embrido, sendo a sua proporc¢édo avaliada em relacdo ao numero total de células dos embrides,

a qual era realizada utilizando-se DAPI, em PBS, na dilui¢éo de 1:700.

3.10 AVALIACOES E CRITERIOS DE VIABILIDADE EMBRIONARIA

As avaliacdes consideradas como critério de viabilidade foram variaveis conforme a
fase do estudo e conforme o experimento.

Nos experimentos em que ao menos um dos tratamentos era a submissdo de odcitos
imaturos a criopreservacdo e estes posteriormente ativados por partenogénese, 0 primeiro
critério de viabilidade considerado foram as taxas de maturacao. Esta levava em consideracao
a ocorréncia da extrusdao do primeiro corpusculo polar, ou seja, quando detectada a presenca
do corpusculo polar, o oécito era considerado maturado. Odcitos mortos, com aspecto de
degeneracdo ou lise no citoplasma, assim como o6citos com aspecto saudavel, porém
desprovidos do corpusculo polar, eram considerados todos como nao maturados.

Nos experimentos em que o0s tratamentos eram realizados em odcitos imaturos, porém
sem submissdo a criopreservacdo, o primeiro critério de viabilidade avaliado era a taxa de
clivagem, ao dia 2 de cultivo.

Quando os tratamentos eram realizados nos embrides (em estagio de blastocisto), os
critérios de viabilidade considerados eram as taxas de eclosdo dos mesmos. Eram
considerados eclodidos os embrides que ja estavam com pelo menos 80% de seu volume ja
para fora da zona pelicida, conforme avaliacdo subjetiva realizada sob lupa
estereomicrosopica.

Para a avaliagdo de mortalidade celular, o critério foi a expressdo de caspase-3 clivada,
que foi analisada por técnica de imunofluorescéncia. Células que expressaram a caspase
foram consideradas em apoptose. Os blastdmeros ndo apoptoticos foram contabilizados
mediante a coloragdo por DAPI, e a proporcdo de células apoptoticas, para cada tratamento,

foi considerada.
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3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados qualitativos (porcentagem de clivagem, de desenvolvimento a blastocisto, re-
expansdo e eclosdo) foram analisados pelo teste de qui-quadrado. Os valores de quantidade de
células totais e de células positivas para caspase-3 clivada foram submetidos a analise de
variancia e comparadas pelo teste T de Student (para comparagdo de até 3 grupos) ou teste de
Tukey (para comparacdo de mais de 3 grupos).

Todos os dados foram analisados utilizando o software JMP versao 5, 2002 (SAS

Institute Inc., Cary, NC, USA), considerando significativo P < 0.05.



43

4 DESENHO EXPERIMENTAL

Esse estudo foi conduzido em quatro fases, com o objetivo de selecionar o protocolo
que proporcione o melhor desempenho em termos de taxa de desenvolvimento e melhor
qualidade e competéncia embrionérias.

Na primeira fase do estudo, dois experimentos foram conduzidos, buscando identificar
a melhor intensidade de pressdo negativa a ser aplicada em odcitos imaturos, e avaliando o
posterior desenvolvimento embrionario, além do efeito das intensidades de pressdo negativa

na posterior criotolerancia dos embrides quando atingem o estagio de blastocisto.

4.1 FASE |: DETERMINACAO DA INTENSIDADE DE PRESSAO NEGATIVA PARA
SER REALIZADA EM OOCITOS IMATUROS E SEU EFEITO NA POSTERIOR
CRIOTOLERANCIA DOS EMBRIOES

A fase | desse estudo englobou os experimentos 1 e 2. O experimento 1 buscou
determinar a melhor intensidade de pressdo negativa a ser empregada nos oocitos bovinos
imaturos. J& o experimento 2 determinou o efeito de diferentes intensidades de pressdo

negativa aplicadas nos o6citos, sobre a criotolerancia dos embrifes derivados.

4.1.1 Experimento 1

Nesse experimento, o objetivo foi avaliar os efeitos das diferentes intensidades de
pressao negativa (250, 500 e 750 mBar), sobre as taxas de desenvolvimento embrionario de
odcitos submetidos a ativacdo partenogenética. Para isso, complexos cumulus-odcito imaturos
de bovinos foram selecionados (n = 999) e submetidos a 0, 250, 500 ou 750 mBar de pressao
negativa, € 0S grupos experimentais, que foram submetidos a 250 mBar, 500 mBar ou 750
mBar de pressdo negativa, respetivamente.

Apds os tratamentos, todos os oo6citos foram submetidos aos procedimentos padrao de
maturagdo in vitro, ativacdo partenogenética e cultivo in vitro. Os critérios de viabilidade

considerados foram as taxas de clivagem, blastocisto e eclos&o.
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Organograma do Experimento 1:
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Os embrides foram produzidos por ativacao partenogenética

4.1.2 Experimento 2

Nesse experimento, o objetivo foi avaliar os efeitos das diferentes intensidades de
pressdo negativa aplicadas nos odcitos imaturos, sobre o desenvolvimento embrionario apds
fecundacéo in vitro, bem como o possivel efeito na posterior criotolerancia destes embrides.

Para tal, foram selecionados o6citos bovinos imaturos foram selecionados (n = 3.059)
e alocados em um dos 4 grupos experimentais, sendo um grupo controle, ndo submetido a

pressdo, e 0s grupos experimentais submetidos a 250 mBar, 500 mBar ou 750 mBar de

pressdo negativa, respetivamente.

Apds os tratamentos, todos os oo6citos foram submetidos aos procedimentos padrao de
maturacdo, fecundagdo e cultivo in vitro. Os critérios de viabilidade considerados foram as

taxas de clivagem e de blastocistos, apds a fecundagdo in vitro, bem como as taxas de eclosdo

dos blastocistos frescos ou vitrificados.
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Os embrides foram produzidos por fecundagao in vitro

4.2 FASE II: DETERMINNA(;AO DA INTENSIDADE DE PRESSAO NEGATIVA A SER
UTILIZADA EM EMBRIOES PRODUZIDOS IN VITRO E TRATADOS NO ESTAGIO DE
BLASTOCISTO

A fase Il desse estudo englobou os experimentos 3 e 4. O experimento 3 buscou
determinar a melhor intensidade de pressao negativa a ser aplicada em embrides no estagio de
blastocisto. Ja o experimento 4, comparou o efeito da melhor pressdo negativa avaliada sobre
a sobrevivéncia a criopreservagdo dos blastocistos tratados. Como controle foram utilizados

blastocistos ndo tratados.

4.2.1 Experimento 3

Nesse experimento, o objetivo foi avaliar os efeitos das diferentes intensidades de
pressdo negativa, aplicadas sobre os embrides em estagio de blastocisto.

Para tal, odcitos bovinos imaturos foram selecionados e submetidos aos procedimentos
padrédo de maturacdo, fecundacéo e cultivo in vitro. Apds avaliacdo das taxas de blastocisto,
estes (n = 374) foram distribuidos uniformemente nos grupos experimentais, sendo um grupo
controle, ndo submetido a pressdo, e 0s grupos experimentais submetidos a 250, 500 ou 750
mBar de pressdo negativa, respetivamente.

Como critérios de viabilidade foram utilizados: taxas de eclosdo dos blastocistos

submetidos aos tratamentos.
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4.2.2 Experimento 4:

Nesse experimento, o objetivo foi avaliar os efeitos da melhor intensidade de presséo
negativa eleita no experimento 3, na criotolerncia de embribes em estagio de blastocisto.
Como ndo foram encontradas diferencas conclusivas nos efeitos das pressdes de 250 e 500
mBar, optou-se por avaliar ambas.

Para tal, odcitos bovinos imaturos foram selecionados e submetidos aos procedimentos
padrdo de maturacdo, fecundacédo e cultivo in vitro. Apos avaliacdo das taxas de blastocisto,
estes (n = 288) foram distribuidos uniformemente conforme os grupos experimentais, sendo
dois grupos controle, ndo submetido a pressao, sendo um mantido fresco e o outro submetido
a criopreservacdo. Ja os grupos experimentais foram submetidos a 250 ou 500 mBar de
pressdo negativa, respectivamente.

Como critérios de viabilidade, foi considerada a taxa de eclosdo dos blastocistos dos

diferentes tratamentos.
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Organograma do experimento 4:
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4.3 FASE I1l: DETERMINAR AS CONDICOES IDEAIS DE PRE-MATURACAO

A fase Il desse estudo englobou os experimentos 5 e 6. O experimento 5 buscou
determinar as melhores condi¢es de pré-maturagdo para odcitos bovinos, com o propoésito de
empregar este tratamento em odcitos destinados a criopreservacdo. J& 0 experimento 6,
buscou associar a melhor condicdo de pré-maturacéo eleita no experimento 5, ao melhor

tratamento de estresse controlado (500 mBar) por pressdo negativa.
4.3.1 Experimento 5

O objetivo do experimento 5 foi estabelecer a melhor condigdo para a pré-maturacao
de odcitos bovinos, buscando maximizar as taxas de desenvolvimento embrionério.

Para tal, odcitos imaturos (n = 627) foram selecionados e alocados aletoriamente nos
seguintes tratamentos: meio padrdo de maturacdo (MIV controle), meio padrdo adicionado do
bloqueador meiotico 6-dimetil-amino-purina (MIV + 6DMAP), meio padrdo desprovido de
gonadotrofinas e soro fetal (TCM), meio desprovido de gonadotrofinas e soro fetal, porém
acrescido do bloqueador de ciclo celular (TCM + 6-DMAP).

Os critérios de viabilidade considerados foram as taxas de desenvolvimento

embrionario e taxa de eclosdo dos blastocistos.
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Organograma do Experimento 5:
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4.3.2 Experimento 6

O objetivo do experimento 6 foi avaliar a associacdo da pré-maturacdo eleita no
experimento 5, ao tratamento de 500 mBar de pressédo negativa. Ainda, determinar qual a

melhor ordem de execucdo dos tratamentos propostos.

Para tal, odcitos imaturos (858) foram selecionados e alocados aletoriamente nos
seguintes tratamentos: maturacdo in vitro padrdo, submisséo a pressdo (500 mBar) seguida da
pré-maturacdo no 6-DMAP, e pré-maturacdo em 6-DMAP seguida da submissdo a 500 mBar

de pressdo negativa.

Os critérios de viabilidade considerados foram as taxas de desenvolvimento

embrionario e taxa de eclosdo dos blastocistos.

Organograma do Experimento 6:
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4.4 FASE IV: ASSOCIACAO DA PRE-MATURACAO COM A CRIOPRESERVACAO DE
0OCITOS

A fase IV desse estudo englobou os experimentos 7 e 8. O experimento 7 buscou
determinar a melhor condicdo de manutencéo para odcitos imaturos no periodo compreendido
entre a submissdo a pressao negativa (500 mBar) e a execucdo da criopreservacdo. Ja o
experimento 8 comparou as condi¢des de pré-maturacdo avaliadas nas diferentes fases desse
estudo com a posterior criopreservacdo dos odcitos, em Ultima instancia buscando a interacdo

dos fatores que isoladamente proporcionaram os melhores resultados.

4.4.1 Experimento 7

O objetivo deste experimento foi combinar a submissdo de odcitos imaturos a pressao
negativa de 500 mBar com a posterior criopreservacdo dos mesmos, porém buscando ainda a
melhor condicdo para a recuperacdo destes entre a submissdo a pressdo e a execucdo da
vitrificacao.

Para tal, o6citos imaturos foram selecionados e alocados (n = 1.625) aletoriamente nos
seguintes tratamentos: maturacdo in vitro padréo, vitrificacdo padrdo, submissdo a pressdo
(500 mBar) seguida da vitrificacdo com recupera¢do em meio padrdo, submissao a pressao
(500 mBar) seguida da vitrificagdo com recuperacdo em meio desprovido de gonadotrofinas e
soro fetal. Cada um dos tratamentos com criopreservacdo possuia um grupo semelhante que
ndo foi submetido a vitrificacdo, para que se pudesse isolar o dano ocasionado pela
criopreservacao, dos danos ocasionados pelas condi¢cdes de manutencdo entre os tratamentos.

Os critérios de viabilidade considerados foram as taxas de desenvolvimento
embrionério e as taxas de eclosdo dos blastocistos.
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Organograma do Experimento 7:
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4.4.2 Experimento 8

O objetivo do experimento 8 foi combinar a condicdo de recuperacdo p6s- submissao a
pressdo eleita previamente (no experimento 7), ao tratamento com o bloqueador mei6tico 6-
DMAP. Também, determinar qual o efeito do 6-DMAP isoladamente em 00citos imaturos
destinados a posterior criopreservagao.

Para tal, odcitos imaturos (n = 1.448) eram selecionados e alocados aletoriamente nos
seguintes tratamentos): maturacao in vitro padrdo, vitrificacdo padrdo, submissdo a pressdo
(500 mBar) seguida da vitrificagcdo com recuperacdo em meio padrdo, submissao ao 6-DMAP
seguido da vitrificagdo ou submissdo a pressao (500 mBar) seguida da vitrificacdo, com
recuperacdo em 6-DMAP.

Os critérios de viabilidade considerados foram as taxas de desenvolvimento

embrionario e as taxas de eclosédo dos blastocistos.

Organograma do Experimento 8:
Tratamento odcitos
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Os embrides foram produzidos por ativagao partenogenética
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5 RESULTADOS

5.1 FASE | — ELEICAO DA MELHOR INTENSIDADE DE PRESSAO NEGATIVA PARA
OOCITOS BOVINOS IMATUROS

Conforme demonstrado na tabela 1, que sumariza os dados do experimento 1, as taxas
de clivagem ndo foram afetadas por nenhuma das pressdes negativas (250, 500 e 750 mBar)
empregadas. Ja a eficiéncia de desenvolvimento até o estdgio de blastocisto, para a
intensidade de pressdo 250 mBar, foi estatisticamente inferior ao grupo controle, ao passo que
para as demais pressdes nao houve diferenca estatistica entre os grupos.

Ainda, os dados do experimento 1 evidenciam uma variacdo na cinética de
desenvolvimento desses embrides, conforme o tratamento. Ao agrupar os blastocistos do dia 7
de desenvolvimento, conforme o estagio, nota-se que com a pressdo de 250 mBar houve um
retardo no seu desenvolvimento até blastocisto expandido, sendo que as pressfes de maior
intensidade (500 e 750 mBar) resultaram numa maior propor¢cdo de blastocistos mais
adiantados, quando comparadas a pressdao de 250 mBar. J& 0 grupo controle teve uma
proporcéo intermediaria entre esses extremos, ndo diferindo estatisticamente dos mesmos.

Apesar da cinética de desenvolvimento apresentar varia¢fes individuais entre pools de
odcitos processados dentro de um mesmo sistema, pode-se acrescentar essa observacdo ao
fato de que, a taxa de eclosdo para a pressao de 500 mBar foi superior a observada no grupo
controle, subsidiando assim uma evidéncia mais robusta de que a pressdo 500 mBar possa
estar exercendo uma influéncia positiva no desenvolvimento embrionario, a0 menos no que

diz respeito aos embrides produzidos por ativacao partenogenética.
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Tabela 1 — Desenvolvimento in vitro de embrides oriundos de odcitos bovinos imaturos,
submetidos a diferentes intensidades de pressdo negativa e produzidos por ativacao
partenogenética

Estagio de desenvolvimento dos blastocistos no dia 7 gjosio (day

CCOs Clivagem* 10)%*
Tratamento Total* Bi** BI** Bx e Bn** )

N n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Controle 212 177(835)  72(34,0% 33(458)® 22(30,6)° 17(23,60® 17 (23,6)°
250 mbar 225 179(79,6) 57 (253)° 35(61,4)% 12(21,1)° 10(175° 16 (28,1)®
500 mbar 335 275(82,1) 104 (31,00® 35(33,7)° 33(31,7)° 36(34,6)7 42 (40,4)
750 mbar 227 188(82,8) 73(322)®  7(96)° 39(534)7 27(37,0% 22(30,1)®

*Baseado no total de CCOs.

**Base_adNO no total de blastocistos no dia 7.
7 repeticoes

Fonte: Préprio Autor.

A aplicacédo de pressdo negativa nos odcitos imaturos ndo afetou a maturagéo oocitéria
(% de odcitos em metafase 11), bem como a taxa de clivagem. A producéo de blastocistos do
grupo NC 250 (25,3%) foi inferior ao grupo Controle (34,0%), sendo ambos semelhantes ao
grupo NC 500 (31,0%) e NC 750 (32,2%). Os grupos Controle e NC 250 apresentaram maior
proporcdo de blastocistos iniciais (Bi), enquanto o grupo NC 500 produziu semelhante
proporcéo de Bi, Bl e Bx, e o grupo NC 750 maiores proporcdes de Bl, seguido de Bx. O
grupo NC 500 teve taxa de eclosdo superior ao grupo Controle. O grupo NC 500 mostrou boa
proporcdo de Bl e Bx, com eclosdo superior ao grupo Controle, e 0 grupo NC 750 teve a
menor proporgdo de Bi com boa taxa de ecloséo, sendo ambos tratamentos bons candidatos a
aumentar a viabilidade dos o6citos. Mesmo que ndo tenham apresentado uma vantagem
significativa nas taxas de desenvolvimento dos embrifes até o estagio de blastocisto (Tabela
1), houve uma melhor eficiéncia da pressdo 500 mBar quando comparada individualmente
com o grupo controle, mesmo n&o tendo diferido das outras pressoes.

Em fungdo disto, nessa mesma fase do estudo, foram aplicadas novamente as trés
intensidades de pressdo negativa, previamente testadas, com o objetivo de avaliar o efeito
destas em embrides produzidos por fecundacdo in vitro. Porém, no experimento 2, as
avaliacbes foram estendidas atée uma etapa posterior de analise in vitro de desempenho
embrionario. Ao passo que previamente, no experimento 1, as taxas de blastocisto foram
observadas e estes foram monitorados até sua posterior eclosdo, no experimento 2, 0sS
blastocistos oriundos da fecundagdo in vitro foram alocados uniformemente em dois
subgrupos, sendo um submetido a vitrificacdo e o outro mantido fresco. Assim, os embrides

derivados das respectivas intensidades de pressao foram avaliados quanto a sua criotolerancia.
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O intuito de substituir a técnica de producdo dos embrides foi, ap6s validar com
odcitos ativados para ser possivel retirar o efeito macho, confirmar se, em um sistema de
producdo de embrides com participacdo da ativacdo espermatica, o efeito dos tratamentos iria
ser mantido constante.

Apobs os tratamentos por submissdo a diferentes intensidades de pressdo negativa
testadas, os blastocistos foram criopreservados por vitrificacdo, tendo como critério de
viabilidade as taxas de eclosdo. Ao contrario do que foi validado para embries produzidos
por ativacdo partenogenética, no experimento 2, onde foram produzidos embrides por
fecundacdo, a pressdo de 750 mBar ocasionou um incremento nas taxas de clivagem. Apesar
de a clivagem ser considerada um dos critérios de viabilidade para embrides em estagios de
pré-implantacdo, ndo foi dada muita énfase para este incremento ja que esta melhora na
eficiéncia ndo foi mantida posteriormente, no desenvolvimento até blastocisto.

Conforme também demonstrado na tabela 2, quando ndo submetidos a qualquer das
intensidades de pressdo negativa testadas, os embrides perdem viabilidade ao serem
criopreservados, conforme demostra a comparagdo entre 0s grupos controle fresco e controle
vitrificado. Nota-se que o grupo criopreservado foi estatisticamente inferior ao fresco.
Entretanto, a submissao a qualquer uma das pressdes testadas anula essa diferenca estatistica
entre embrides frescos e vitrificados.

E importante ainda ressaltar que a pressio de 500 mBar seguida da vitrificagio
proporcionou taxa de eclosdo, ndo sé superior ao grupo controle vitrificado, mas também
semelhante ao grupo controle fresco, direcionando assim para 500 mBar a intensidade de
pressdo negativa eleita para as demais fases do estudo.

Porém, um detalhe ainda pareceu dar crédito a necessidade de avaliagdes adicionais
para a pressao de 250 mBar, pois no seu respectivo tratamento mantido a fresco, este também
se manteve semelhante aos seus correspondentes frescos de 500 mBar e controle (sem
submissdo a pressdo), talvez evidenciando uma tendéncia a esta ser a condicdo menos
ofensiva do sistema avaliado para embrides frescos.

Interessantemente, e até em funcdo do grande nimero de repeti¢cbes que consolidam
esses dados, deve-se enfatizar que o incremento na criotolerancia dos blastocistos oriundos de
odcitos tratados pela pressdo de 500 mBar ira potencialmente gerar informacdes relevantes,
mesmo além das obtidas até o final do presente estudo. Outra particularidade desse
experimento que deve ser enfatizada, é que em funcdo do nimero elevado de repetigdes,

varias fases climaticas foram abrangidas durante a sua execucao.
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Mesmo diante desses resultados animadores, foi feita a opcdo de manter certa cautela
na selecdo dos tratamentos a serem aplicados nas estruturas de estagios de desenvolvimento
diferentes dos utilizados no experimento 2. Para isso, novas avaliacbes precisaram ser
conduzidas ainda se utilizando, além da presséao eleita de 500 mBar, a pressao de 250 mBar,

até que se encontrassem evidéncias adicionais que permitissem a opgao por apenas uma delas.

Tabela 2 - Desenvolvimento embrionario de o6citos bovinos submetidos a diferentes
intensidades de pressdo negativa, produzidos por fecundacao in vitro e seu
desenvolvimento posterior a vitrificacdo dos embrides em estagio de blastocisto

Pressdo Clivados/Cultivados Blastocistos SUbmIssa0a - osa0/Tratados
negativa vitrificagéo
aplicada n/n (%) n (%) n/n (%)
Fresco 21/26 (82,1)?
ab )
Controle 598/772 (77,5) 239 (31,0) Vitrificado 15/30 (50,0)b
Fresco 23/28 (82,1)%
250 mbar 575/763 (75,4)b 223 (29,2) Vitrificado 20/30 §66’7;ab
Fresco 24/25 (96,0)%
500 mbar 593/754 (78,6)® 229 (30,4) Vitrificado 24/25 Eso’o;a
Fresco 23/29 (79 3)®
750 mbar 671/770 (80,1)2 243 (31,6) Vitrificado 23;33 g’?iab

ab | etras minusculas diferentes representam diferenca na mesma coluna (p< 0,05).
(18 repeticdes)
Fonte: Proprio Autor.

O grupo de 500 mBar apresentou maior proporc¢ao de células apoptéticas (Figura 3) do
qgue o grupo Controle, sendo ambos semelhantes aos demais. Isto demonstra que 0s
blastocistos expandidos do grupo 500 mBar antes de serem vitrificados apresentavam um

controle de renovagéo celular maior do que o grupo Controle, o que pode ter influenciado na

maior viabilidade deste grupo a vitrificacdo, apresentando maior taxa de eclosao.
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Figura 3 - Quantidade de células totais e porcentagem de células apoptoticas em blastocistos
Expandidos, produzidos por protocolo padrdo de fecundacéo in vitro (Controle), ou
apos a submissdo dos odcitos imaturos a pressdo negativa de 250, 500 ou 750
mBar.

a.b | etras diferentes demonstram diferenca significativa para a mesma categoria de células.
Fonte: Préprio Autor.

De um modo geral, a fase | desse estudo apontou para duas pressdes (250 e 500 mBar)
como candidatas a continuar nas demais fases do estudo, tendo evidéncias suficientes para
descartar a pressdo de 750 mBar, pois além da anulacdo da diferenca entre as taxas de ecloséo
de blastocistos frescos x criopreservados, essa pressdo ainda reduziu, numericamente, as taxas
de eclosdo. O fato de ter equiparado a taxa de eclosdo do controle vitrificado, proporcionou
suporte para a descontinuidade desta pressdo das demais fases do estudo.

Uma vez estabelecidas as escolhas de pressdo a serem utilizadas em odcitos, as
mesmas andlises foram realizadas para que se pudesse optar por uma das pressdes a ser eleita
como a melhor, para ser aplicada ja nos embriGes, especificamente nos estagios de blastocisto
e blastocisto expandido.

A fase Il do estudo passou a buscar essa informacao, conforme demonstrado a seguir

nas tabelas 3 e 4.
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5.2 FASE Il — ELEICAO DA MELHOR INTENSIDADE DE PRESSAO NEGATIVA A
SER APLICADA EM EMBRIOES (DIA 7), PRODUZIDOS IN VITRO EM ESTAGIO DE
BLASTOCISTO/BLASTOCISTO EXPANDIDO

No experimento 3, durante a eleicdo da pressdo ideal para ser aplicada nos
blastocistos, em um primeiro momento, ja foi possivel descartar uma delas, a pressao de 750
mBar, por ter reduzido significativamente a taxa de eclosdo, mesmo nos embrides mantidos
frescos (Tabela 3). Os embrides do grupo controle (ndo submetidos a nenhuma das
intensidades de pressdo negativa), assim como os que foram submetidos as intensidades de

250 e 500 mBar, ndo apresentaram diferenca significativa na taxa de ecloséo.

Tabela 3 - Sobrevivéncia (eclosdo) de blastocistos bovinos (dia 7) produzidos por fecundacgéo
in vitro e expostos a diferentes intensidades de pressao negativa

Taxa de eclosdo apds 72h

Tratamento N blastocistos N %

Controle 98 84 85,7°
250 mbar 89 79 88,8?
500 mbar 90 77 85,62
750 mbar 97 65 67,0b

ab | etras minusculas diferentes representam diferenca na mesma coluna (p< 0,05)
8 repeticdes
Fonte: Proprio Autor.

Os embrides eclodidos do grupo 250 mBar tiveram mais células totais em comparagdo ao
grupo controle, sendo ambos semelhantes aos grupos 500 mbar e 750 mBar. A porcentagem de
células apoptéticas (Figura 4) foi superior no grupo 500 mBar em compara¢do ao grupo controle e

ao grupo 250 mBar, e semelhante ao grupo 750 mBar.
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Figura 4 - Quantidade de células totais e porcentagem de células apoptdticas em blastocistos
eclodidos, produzidos por protocolo padrao de fecundagéo in vitro (Controle), ou
apos a submissdo dos blastocistos expandidos a pressdo negativa de 250, 500 ou

750 mbar.

ab | etras diferentes demonstram diferenga significativa para a mesma categoria de células.
Fonte: Proprio Autor.

Conforme mostra a tabela 4, uma vez descartada a pressao 750 mBar dos demais
experimentos, foram repetidas as pressdes 250 e 500 mBar, porém agora submetendo os embrifes
tratados ao posterior processo de vitrificagdo. Levando-se em conta como critério de viabilidade a
taxa de eclosdo, mais um dado interessante ficou em evidéncia, dessa vez fornecendo subsidios
suficientes para se eliminar a pressdo negativa de 250 mBar do tratamento de embrides em estagio
de blastocisto.

O grupo submetido a 250 mBar de pressao negativa e posteriormente vitrificado, apresentou
taxa de eclosdo inferior ao grupo controle fresco, ao passo que 0s outros grupos vitrificados, tanto o
ndo submetido a pressdo, quanto o submetido a pressdo de 500 mBar, apresentaram eclosdo
estatisticamente semelhantes ao controle fresco e ao tratamento 250 mBar.

Provavelmente em funcdo da época do ano em que essa fase do estudo foi realizada, a taxa
de eclosédo do grupo controle vitrificado esta efetivamente acima da média esperada para um
tratamento de criopreservacdo em nosso sistema. Todavia, a pressao de 250 mBar ndo correspondeu
ao mesmo desempenho obtido sem o uso de presséo, ou com o0 emprego da pressdo de 500 mBar.
Em funcédo desse conjunto de informagdes, a pressao eleita para as proximas fases de estudo foi de
500 mBar.



58

Os embribes eclodidos obtidos nos diferentes grupos tiveram quantidade média de células
totais (161,2 — 199,2) e porcentagem de células positivas para caspase 3 clivada (9,8 — 18,1%)

semelhantes.

Tabela 4 - Sobrevivéncia (ecloséo) de blastocistos bovinos (dia 7) produzidos por fecundagéo in
vitro, expostos a diferentes intensidades de pressdo negativa e vitrificados 2 horas ap0s

Taxa de eclosdo apds 72h

Tratamento N embrides N %
Controle Fresco 72 59 81,92
Controle Vitri 71 53 74,6%
250 mbar — Vitri 72 43 59,7°
500 mbar — Vitri 73 52 71,2%

ab'| etras minGsculas diferentes representam diferenca na mesma coluna (p< 0,05)
8 repeticdes
Fonte: Préprio Autor.

Uma vez estabelecida a intensidade de pressdo em 500 mBar para odcitos e embrides,
a nova etapa do estudo buscava adequar o sistema para um tratamento de pré-maturacdo, com
a utilizacdo de algum bloqueador ou modulador de cromatina. A molécula 6-dimetil-amino-
purina (6-DMAP) foi eleita como sendo o bloqueador a ser usado, sendo o estabelecimento

das condi¢Oes dessa pré-maturacao, o proximo passo.

5.3 FASE Ill — ESTABELECER AS CONDICOES DE INCUBACAO DE OOCITOS,
DURANTE UMA PRE-MATURACAO, COM UM BLOQUEADOR DE CICLO CELULAR

Uma vez consolidadas as condi¢fes de submissdo de odcitos e embrides ao estresse
controlado por pressdo negativa, o objetivo das demais etapas consistiu em aplicar estratégias
que proporcionassem embrides mais criotolerantes. Ap6s estudos pilotos avaliando o efeito de
diferentes moduladores de cromatina e bloqueadores de ciclo celular, nas nossas condicdes, a
6-dimetil-amino-purina (6-DMAP), um analogo da puromicina, proporcionou os melhores
resultados.

Ainda, com o objetivo de confirmar o efeito benéfico do 6-DMAP, as condigdes de
pré-maturacéo testadas buscaram isolar o efeito deste sozinho, em comparacéo a varia¢fes do
meio padrdo de maturacdo. Conforme demostrado na tabela 5, a adicdo do 6-DMAP
proporcionou um incremento na taxa de blastocistos, quando as condic¢des de incubacdo foram

realizadas na auséncia de gonadotrofinas e soro fetal, conforme a expectativa inicial.
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A variacdo da droga na presenca das gonadotrofinas e soro foi avaliada, pois o
objetivo ndo era validar o efeito bloqueador de ciclo celular da droga, mas sim buscar um
efeito sinérgico da droga com as condi¢bes do nosso sistema de producdo de embrides,
buscando as melhores taxas de desenvolvimento embrionario, além de embriGes mais
competentes e criotolerantes. Especula-se que o melhor desempenho do grupo TCM+6DMAP
se deva a combinagdo da retirada do soro fetal e das gonsadotrofinas, no mesmo periodo em
que a exposicdo ao 6-DMAP foi realizada. Neste caso, a privacdo dos fatores intrinsecos que
estdo presente no soro, assim como a privacdo da acdo das gonadotrofinas pode ter
proporcionado um periodo de ndo progressdo da retomada da meiose. Ao mesmo tempo o
tratamento dotou esse o6cito de organelas melhor capacitadas para quando da retomada da
meiose, esse processo ocorresse da maneira mais sinérgica possivel, mimetizando assim 0s
efeitos obtidos com o coasting dos odcitos, que sdo maturados in vivo, porém recuperados e
utilizados para producdo de embrides in vitro.

A quantidade média de células totais nos blastocistos dos diferentes grupos variou de
83 a 125, e a porcentagem de células positivas para caspase 3 clivada variou de 8,4 a 11,3,
sendo que ambos os parametros tiveram valores semelhantes entre os grupos (Figura 5). O
efeito sinergistico da associacdo 6-DMAP com subsequente submissao ao estresse controlado
por presséo negativa de 500 mBar ainda foi confirmado em fung@o da maior densidade celular
dos blastocistos que passaram por esse tratamento sequencial, quando comparado aos grupos
controle, e ordem inversa de fatores estressante e blogueadores (no caso, quando a pressao
negativa foi aplicada antes da exposicdo ao blogueador, ndo houve incremento da densidade

celular embrionéria.

Tabela 5 - Efeito da pré-maturacéo na presenca (MIV) ou ndo (TCM) de gonadotrofinas e
soro fetal na presenca ou auséncia do bloqueador de ciclo celular 6-DMAP no
desenvolvimento de odcitos imaturos apés ativacdo partenogenética

Grupos 1 06citos Maturados Clivados Blastocistos

% n % N %
Controle 163 130 79,82 97 59,5 30 18,4°
MIV+6DMAP 163 117 71,8%® 109 66,92 37 22,7%
TCM 149 101 67,8 84 56,4 25 16,8"
TCM+6DMAP 152 121 79,62 106 69,72 46 30,32

a.b | etras diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica (p< 0,05)
(8 repetices)
Fonte: Proprio Autor.
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Apos eleicdo do melhor protocolo de pré-maturagdo, que foi a adicdo do 6-DMAP ao
meio de maturacdo desprovido de gonadotrofinas e soro fetal, este tratamento foi combinado
ao estresse controlado por pressdo negativa, na intensidade previamente eleita durante a fase 1
desse estudo (conforme dados mostrados nas Tabelas 1 e 2).

O proposito dessa associagdo foi acumular o efeito benéfico do estresse controlado
pela pressdo negativa de 500 mBar ao efeito do 6-DMAP na auséncia de gonadotrofinas,
durante 3 h de pre-maturacdo. Porém agora, o experimento 6 tem como objetivo escolher a
ordem de aplicacdo mais indicada destes tratamentos.

Conforme observado na tabela 6, as taxas de blastocisto ndo diferiram entre si, ou seja,
foram semelhantes independente da ordem de aplicagdo dos dois tratamentos combinados.
Porém, quando comparadas com o grupo controle, a submissdo inicial a 500 mBar de pressao,
seguida imediatamente por 3h de pré-maturacdo em 6-DMAP foi superior, sendo, portanto,

eleita esta ordem para a continuidade dos experimentos.

Tabela 6 - Associacdo do estresse controlado por pressao negativa de 500 mBar ao tratamento
e pré-maturacgdo utilizando o bloqueador de ciclo celular 6-DMAP, aplicados em
odcitos bovinos imaturos, ou vice-versa, e desenvolvimento embrionario apos
ativacdo partenogenética.

GruDos 1 06citos Maturados Clivados Blastocistos  Eclodidos
P % N % n % N %
Controle 295 247 837 190 644" 84 285" 35 417

500mbar + 6DMAP 280 229 818 209 746* 106 37,9° 36 34,0

6DMAP + 500mbar 283 223 78,8 137 48,4° 100 353% 32 320
a.b.¢ | etras diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica (P < 0,05)

6 repeticdes

Fonte: Proprio Autor.

Os blastocistos eclodidos do grupo 6DMAP + 500 mBar obtiveram maior quantidade
de células que os demais grupos, sendo gque a porcentagem de células apoptoticas ndo diferiu

entre os trés grupos (Figura 5).
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Figura 5 - Quantidade de células totais e porcentagem de células apoptdticas em blastocistos
eclodidos produzidos por protocolo padrdo de ativacdo partenogenética (Controle),
ou apos a submissdo dos odcitos imaturos a pressdo negativa de 500mBar seguido
da incubacdo em 6DMAP (500mBar + 6DMAP), ou apds a incubacdo em 6DMAP
seguido da submissdo dos odcitos imaturos a pressdao negativa de 500mbar

(6DMAP + 500mBar).

ab | etras diferentes demonstram diferenca significativa para a mesma categoria de células.
Fonte: Proprio Autor.

Uma vez estabelecidos os tratamentos que maximizassem as taxas de producdo dentro
das nossas condicBes, e estabelecido qual a ordem de execuc¢do mais indicada, quando
realizada uma associacdo entre mais de uma modalidade, o proximo passo foi verificar o
efeito da aplicacdo dessa associacdo de tratamentos também para odcitos que seriam
posteriormente submetidos a criopreservacdo. Entdo, essas associacdes fizeram parte da

préxima e ultima etapa desse estudo.

54 FASE IV — VERIFICAR O EFEITO DAS MODALIDADES DE ESTRESSE
CONTROLADO E DE ESTRATEGIAS DE PRE-MATURAGCAO PREVIAMENTE
ELEITAS NAS ETAPAS ANTERIORES, QUANDO APLICADAS EM OOCITOS
IMATUROS POSTERIORMENTE SUBMETIDOS A CRIOPRESERVACAO PELA
TECNICA DE VITRIFICACAO.

Nesta Gltima fase, o protocolo apresentou um entrave que necessitou ser solucionado
em um novo estudo, pois a consisténcia das células do cumulus, ap6s submissdo a pressdo
negativa, tornava-se excessivamente viscosa (aglomerando em grumos, formando clusters) no

periodo final de recuperacgdo, dificultando assim, principalmente as etapas de vitrificacao,
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quando esse era 0 proposito. Entdo, antes de executar-se a associa¢dao do estresse controlado
com o bloqueador mei6tico, seguida da submisséao a vitrificacdo, foi necessario verificar qual
forma de manutencdo seria a mais eficiente: se em MIV (meio padrdo) ou TCM (MIV
desprovido de gonadotrofinas e soro fetal).

Como observado na tabela 7, as taxas de maturacdo de todos os tratamentos
criopreservados foram inferiores aos seus correspondentes mantidos frescos, sendo ainda
todos os criopreservados semelhantes entre si, assim como os frescos. Ja as taxas de clivagem
de todos os tratamentos vitrificados foram semelhantes entre si, sendo inferiores a todos 0s
demais tratamentos.

Na comparagdo entre os tratamentos ndo criopreservados, a recuperacdo em MIV, apos
a aplicacdo da pressdo, proporcionou clivagem inferior ao controle fresco. J& nas taxas de
blastocisto, todos os tratamentos frescos foram semelhantes entre si, e superiores aos
correspondentes criopreservados. J4 no que diz respeito aos tratamentos vitrificados, a
associacdo de qualquer uma das condicGes de maturacdo reduziu a taxa de desenvolvimento a
blastocisto em comparagédo ao tratamento controle vitrificado.

A quantidade de células totais dos diferentes grupos variou de 142,3 a 207,5 e a
proporcao de células em apoptose variou de 3,0 a 6,0%, sendo que ambos 0s pardmetros ndo

variaram entre oS grupos.

Tabela 7 - Desenvolvimento embriondrio ap0s ativacdo partenogenética de odcitos imaturos
submetidos a 500mbar de pressdo negativa, em meio de maturacdo contendo ou
ndo gonadotrofinas e soro fetal, e destinados ou néo a vitrificagéo

n Maturados Clivados Blastocistos Eclodidos

Grupos

o0citos n % n % n % N %
Controle Fresco 274 232 84,78 215 785* 85 31,00 31 36,5°
Controle Vitri 265 89 336° 55 20,8 19 7.2° 4 211%
500 mbar MIV Fresco 265 210 79,2° 186 70,2° 83 31,32 35 42,2%
500 mbar MIV Vitri 273 86 315> 62 227¢ 7 26° 0 0,0°
500 mbar TCM Fresco 264 225 852% 189 71,6%® 77 29,22 41 5322
500 mbar TCM Vitri 284 80 282° 42 148 7 25° 0 0,0°

a Letras diferentes na mesma coluna representam diferenga estatistica (p< 0,05)
(5 repetices)
Fonte: Proprio Autor.

Conforme demonstrado na tabela 8, com a vitrificagdo dos odcitos imaturos, a taxa de

maturacdo e clivagem foi inferior aos odcitos frescos. O grupo de odcitos vitrificados apos a
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aplicacdo da pressdo negativa teve maturacdo semelhante ao grupo controle de vitrificagéo,
demonstrando ndo ser prejudicial para a maturacdo e a clivagem dos odcitos.

O uso do blogueador 6-DMAP previamente a vitrificacdo, reduziu a taxa de maturacao
e clivagem dos odcitos em relagédo ao protocolo controle de vitrificacdo e ao grupo vitrificado
apos submissdo a pressao negativa. Quando a pressdo negativa foi seqguida do 6-DMAP, antes
da vitrificagdo, observou-se as menores taxas de maturacdo e clivagem dentre todos o0s
grupos. Isto demonstra que o periodo para que ocorra uma resposta do oocito ao estimulo
estressor, deve acontecer na auséncia de bloqueador. Caso contrério, este estresse torna-se
prejudicial ao processo de maturagéo e clivagem do odcito.

O desenvolvimento a blastocisto dos grupos vitrificados foi inferior ao grupo controle
fresco. O uso da pressdo negativa diminuiu o desenvolvimento embrionario em relacdo ao
grupo controle de vitrificagdo. Embora o uso do 6-DMAP tenha prejudicado o
desenvolvimento inicial dos odcitos vitrificados, a taxa de blastocistos deste grupo foi
semelhante ao grupo controle de vitrificacdo. Isto demonstra a eficiéncia da droga para o
desempenho de blastocistos, mesmo que ela tenha sido prejudicial no inicio do
desenvolvimento embrionario.

A associagdo da pressao negativa com o 6-DMAP prejudicou o desenvolvimento a
blastocisto, assim como havia ocorrido no inicio do desenvolvimento embrionario. Embora a
taxa de eclos@o dos blastocistos ndo tenha diferido estatisticamente, os grupos vitrificados
apos 0 uso da pressdo negativa ndo apresentaram eclosdo, demonstrando que o uso deste tipo
de estresse controlado nédo € indicado previamente a vitrificacdo de o0citos bovinos imaturos.

A quantidade total de células dos blastocistos eclodidos variou de 92 a 185 e a

porcentagem de células em apoptose variou de 0,0 a 6,7%, para os diferentes grupos.

Tabela 8 - Desenvolvimento embrionario apés ativacdo partenogenética de odcitos imaturos
submetidos sucessivamente a pressdo negativa de 500 mbar e ao bloqueador 6-
DMAP, ou a cada um dos fatores isoladamente

Grupos on Maturados Clivados  Blastocistos  Eclodidos

oocitos  n % N % n % n %
Controle Fresco 306 252 824 216 70,6 90 29,4* 29 32,22
Controle Vitri 285 96 33,7 67 235° 16 5,6 2 12,5
500 mbar MIV Vitri 299 94 314> 68 227° 8 2,7v 0 0,00
6DMAP Vitri 285 53 18,6° 46 16,1° 11  3,9* 2 18,28
500mbar + 6DMAP Vitri 273 31 1149 19 7,09 2 0,7¢ 0 0,0

a Letras diferentes na mesma coluna representam diferenga estatistica (p< 0,05)
(5 repetices)
Fonte: Proprio Autor.
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6 DISCUSSAO GERAL

Os eventos que culminam ou ndo com a sobrevivéncia embrionaria certamente estao
longe de ser totalmente elucidados, ainda mais em funcéo de efeitos distintos ocasionados
entre os diferentes sistemas de producdo. Nos embrides em estagios mais adiantados de
desenvolvimento (blastocisto expandido, eclodido ou em expansdo apos eclodir), se sabe que
além de alta atividade de apoptose, ha ocorréncia de fagossomos e lizossomos, inclusive com
a deteccdo de células mortas, que séo fagocitadas pelas células adjascentes (Plante & King
1994; Green & Reed 1998). Conforme dados contidos na figura 3, a presséo negativa de 500
mBar aplicada em o0citos ocasionou uma incidéncia de apoptose superior ao grupo controle,
em que os odcitos foram mantidos a pressdo atmosférica. Em contraste, a densidade celular
dos blastocistos derivados de odcitos tratados pela pressdo de 750 mBar foi superior ao grupo
controle, 0 que apesar de parecer controverso em um primeiro momento, é perfeitamente
aceitdvel em funcdo de a taxa de blastocistos do grupo 750 mBar ter sido semelhante aos
demais grupo, porém a taxa de clivagem foi estatisticamente superior ao grupo 250 mBar.
Pode ter havido uma espécie de aumento na pressao de selecao.

Logo, quando odcitos foram tratados com a intensidade mais elevada (750 mBar) ou
mais baixa (250 mBar) de pressdo negativa, 0s blastocistos ndo expressaram a mais alta
resisténcia a criopreservacdo, sendo, portanto, a pressdo meédia entre as duas (500 mBar) o
presumivel plateau 6timo de intensidade para incremento da posterior criotolerancia de
embrides. Porém, novos estudos sdo necessarios para verificar a incidéncia de apoptose nos
embrides apos a criopreservacao.

Independente da interacdo entre os fatores presentes em nosso sistema de producédo de
embribes, ou qual a rota que leve, ou ndo, ao incremento dos resultados, a utilizacdo da
caspase 3 clivada (Coutinho et al., 2000), por ser mais especifica, pode eliminar outros fatores
que culminam com a morte ou com a resiliéncia celular. De fato, Frey et al. (2008) também
relataram que, ap6s consideravel aumento da pressao hidrostatica positiva aplicada em
células, estas acabam entrando na rota da necrose, o que corrobora com a reducdo nas taxas de
eclosdo promovida pela submissao de blastocistos (Tabela 3) a 750 mBar de pressdo negativa.

Uma possivel explicacdo para a reducdo da eclosdo dos embrides tratados com a
pressdo mais intensa € que o limiar entre os ajustes proporcionados pela rota das caspases foi
extrapolado, e assim ndo houve tempo suficiente para a sinalizagéo da apoptose. A explicagéo
gue nos sugerimos, baseado nos dados encontrados para a densidade celular e para a

incidéncia de apoptose, € que, conforme a intensidade de pressdo negativa aplicada, tanto em
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odcitos quanto em embriBes, essa pressao exerca uma curva-limite, ou um plateau de agéo
6tima. Uma vez atingido o limiar para desencadear a entrada na rota da apoptose, havera um
incremento de eficiéncia, desde que o limite ndo seja extrapolado. Em especial, os blastocistos
podem destinar alguns blastdmeros para manter a integridade do embrido como um todo,
evitando assim que esse processo entre em alguma das rotas de necrose. Essa hipdtese pode
ser confirmada em funcdo da maior incidéncia de caspase 3 nos embrifes tradados pela
pressdo (500 mBar) que nos embrides que foram posteriormente vitrificados (Tabela 4),
anulando a diferenca entre embribes frescos e criopreservados.

Esse padrdo de incidéncia de apoptose deixou de ocorrer quando foram comparados 0s
embrides previamente vitrificados, ap6s a sua eclosdo. Esse nivelamento pode ser atribuido ao
que foi explicado por Matwee et al. (2000), que sugeriram que os embrides, a medida que
progridem no desenvolvimento embrionario, podem acomodar fatores nocivos tais como
danos celulares, e ainda sugerem que embrides maiores possuem maior potencial de
desenvolvimento.

Aliados a fatores intrinsecos desencadeados pelos proprios odcitos e embrides, 0s
eventos buscados na modalidade de manipulacBes embrionarias envolvendo etapas de
submisséo a estresse controlado, foram mostrados por distintos grupos de pesquisa (Fleming
et al. 1985, Lonergan et al., 1997, Huddleston et al. 1997, Blondin et al. 2000), sugerindo uma
enorme participacdo de uma adequada maturacao citoplasmatica no sucesso da producdo de
embrides.

Esses eventos, apesar de muitas vezes ndo serem avaliados de forma direta, ajudaram a
postular os pré-requisitos e beneficios de favorecimento da maturagdo citoplasmatica,
correlacionando empiricamente os achados de Lonergan et al. (1997), que ao atrasarem o
inicio da maturacdo in vitro de odcitos bovinos, mostraram um efeito positivo na posterior
producdo de embrides. Ao cruzar os dados da literatura com os protocolos ja utilizados em
nosso laboratorio, foi encontrado um lugar comum entre uma molécula que e efetiva na
interferéncia da progresséo da meiose, porém reversivel o suficiente para proporcionar indices
Otimos de desenvolvimento embrionario, mesmo que estudos prévios (Anderiesz et al., 2000)
tenham indicado que ele ndo promova aumento da competéncia. Com alguns ajustes nos
tempos de exposigdo (reduzindo de 24-52 para apenas 3 h), os resultados aqui encontrados
apos pré-maturacdo com exposicdo ao 6-DMAP mostraram que ele € efetivo para incrementar
as taxas de blastocisto (Tabela 5), inclusive quando associado ao estresse de 500 mBar de

pressdo negativa (Tabela 6). Ainda, dependendo da ordem de associa¢do dos tratamentos
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(pressdo negativa/incubacdo em 6-DMAP), proporciona incremento na densidade celular
embrionaria (Figura 5).

Estes resultados foram bastante animadores, mesmo levando em consideracdo o0s
potenciais efeitos nocivos do 6-DMAP (Oliveira et al., 2015), que encontraram acéo
mutagénica e genotoxica da molécula, em funcdo do grande efeito residual. No caso das
manipulacfes embrionérias, sempre hd o cuidado de promover sucessivas lavagens entre as
diferentes solugdes utilizadas em cada etapa da producéo. Porém, nas nossas condicdes, as
etapas de remocdo do 6-DMAP sempre foram realizadas com mais énfase, justamente para
evitar efeitos residuais.

Mesmo assim, a associacdo de estratégias encontradas nesse estudo para promover
maior producdo e competéncia embrionaria, nao foi eficiente para maximizar os indices para
odcitos criopreservados. Uma vez que todos os odcitos foram criopreservados utilizando-se
“slush”, através do nitrogénio super-resfriado (Santos et al., 2013), outras rotas deverdo ser
estudadas para encontrar alternativas que incrementem os indices que foram obtidos para 0s
grupos de vitrificacdo pelo protocolo padrdo. Talvez a sensibilidade ao resfriamento possa ter
sido exacerbada, ou mesmo a fase de transicdo de temperatura (Arav et al. 1996) pode ter sido
alterada por eventos celulares e sub-celulares ndo investigados neste estudo. Pode ser que
novos ajustes nos tratamentos realizados nos odcitos destinados a criopreservagdo, em novos
estudos, sejam suficientes para buscar o sinergismo entre as técnicas utilizadas para
maximizar a producao de embrides.

Como conclus@es gerais, odcitos que serdo destinados para a producdo in vitro de
embrides que serdo transferidos a fresco, apresentam melhor eficiéncia apds a submissdo ao
estresse controlado por 500 mBar de pressao negativa.

Ainda, para embrides bovinos em estagio de blastocisto produzidos in vitro que seréo
transferidos a fresco, a pressdo negativa de 500 mBar também é a melhor estratégia de
estresse controlado para proporcionar aumento na eficiéncia.

No que diz respeito a o0citos bovinos imaturos, que serdo criopreservados por
vitrificacdo, os tratamentos de estresse controlado néo proporcionaram nenhum efeito aditivo
de eficiéncia na posterior producdo de embrides. Os resultados sugerem que a vitrificacdo de
odcitos bovinos imaturos em nitrogénio super-resfriado ndo mantém capacidade de expressar
maior eficiéncia, mesmo quando sdo submetidos as modalidades de estresse controlado que
proporcionaram maior criotolerancia aos embrides bovinos produzidos in vitro.

Como perspectivas futuras, a combinacdo dos melhores resultados obtidos nesse

estudo para oocitos e embriGes devem ser associadas com outras estratégias ja previamente
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testadas (ainda que de forma isolada), tais como a substitui¢cdo da solucdo de vitrificacdo ou
os tratamentos de pré-maturacdo mais eficientes. O protocolo mais eficiente de pré-maturacéo
identificado nesse estudo deve ser testado novamente, porém na producdo de embrides por
fecundacéo in vitro.

Em dltima instancia, a expressdo de genes que favorecem a competéncia e a
implantacdo pds-eclosdo devem ser posteriormente avaliadas, assim como a eficiéncia in vivo,

apos transferéncia dos embrides para fémeas receptoras.
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