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RESUMO

OHLWEILER, Lain Uriel. Estratégias para aumentar a viabilidade de embrides suinos
produzidos in vitro e vitrificados. 2018, 72 p. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal).
Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal.
Lages, 2018.

Os embrides suinos apresentam importantes particularidades, tanto de desenvolvimento
quanto estruturais, as quais fazem com que a sua criopreservacdo seja menos eficaz que as
outras espécies domésticas. Na primeira fase deste trabalho foi avaliado o efeito de diferentes
gradientes de percoll durante a selecdo dos espermatozoides utilizados na fecundacao in vitro
e sua influéncia no posterior desenvolvimento e qualidade embrionéaria. O maior gradiente
avaliado (90/45) teve a menor producdo e qualidade embrionaria, baseado nas taxas de
producdo embrionéria e expressdo de receptores de estrégeno. O gradiente intermediario
(80/40) proporcionou bons indices de producdo e baixa mortalidade embrionaria, associados a
elevada qualidade embrionéria. J& o menor gradiente (70/35) apresentou alta mortalidade
embrionaria. A segunda fase investigou o efeito e toxicidade de diferentes crioproteotres aos
embrides suinos nos dias 5 ou 6 de cultivo. A toxicidade aos embrides esta relacionada com o
dia de cultivo, o agente crioprotetor, sua concentracdo e tempos de exposicdo. As menores
concentracfes de EG associado a DMSO sdo menos tdxicas e tdo eficientes quanto o uso
exclusivo de EG. A sacarose mostrou-se pouco toxica a embrides dos dias 5 e 6 de cultivo. Na
terceira fase, avaliou-se o efeito do estresse controlado por pressdo negativa como estratégia
para aumentar a viabilidade dos embrides. Quando o estresse foi aplicado aos odcitos na
intensidade de 250 mBar houve maior producdo embrionéria, e menor indice de apotose nos
blastbmeros, baseado na expressdo da caspse-3 clivada. No entanto, isto ndo se refletiu em
maior criotolerdncia dos embrifes. Quando o estresse foi aplicado diretamente nos
blastocistos, somente a pressdo de 500 mBar ndo prejudicou o desenvolvimento embrionario,
também ndo afetando a criotolerancia dos mesmos. Quando associadas: pressdo negativa de
250 mBar no odcito e 500 mBar no embrido, houve aumento na criotolerancia. Na quarta fase
do estudo, foi avaliado o uso do nitrogénio super-resfriado na vitrificacdo de embrides, que
ndo diferiu do nitrogénio convencional. Como conclusdes, o gradiente de selecdo espermatica
influencia na qualidade embrionaria, sendo que embribes do dia 5 de cultivo possuem maior
viabilidade que os embrides do dia 6. Os crioprotetores exercem niveis diferentes de
toxicidade aos embrides, conforme a concentracdo, e é possivel aumentar a viabilidade de
embrides vitrificados através do uso de estresse controlado por pressao negativa.

Palavras-chave: Vitrificacdo. Estresse controlado. Crioprotetores. Receptores de estrogeno.
Apoptose.






ABSTRACT

OHLWEILER, Lain Uriel. Strategies to improve the viability of in vitro produced and
vitrified porcine embryos. 2018, 72 p. Thesis (Doctorate in Animal Science). Santa Catarina
State University. Post Graduate Program in Animal Science. Lages, 2018.

The porcine embryos present important structural and developmental features that play a
negative role in their cryotolerance, in comparison to the other domestic species. The first
phase of this study aimed to evaluate the effect of different concentrations of the percoll
gradient, in the outcome of in vitro fertilization and its influence in the further embryo
development and quality. The highest concentration assessed (90/45) resulted in the lowest
embryo production and quality, based in the embryo production rate and in the expression of
estrogen receptor. The outcome of the intermediate gradient (80/40) was a good rate of
embryo production, with low embryo mortality and high embryo quality; whereas the lowest
gradient (70/35) presented high embryo mortality. The second phase of the study aimed to
assess the toxic effect of different cryoprotectant agents, to either day 5 or day 6 porcine
blastocysts. Embryo toxicity was affected by the cryoprotectant agent, concentration, lenght
of exposure time, and age of embryos. Low concentrations of EG and DMSO associated were
the least toxic, and as efficient as the use of EG alone. Sucrose showed to have low toxicity to
embryos of days 5 and 6 of culture. The third phase of the study aimed to evaluate the effect
of the controlled stress by negative pressure, as a strategy to increase embryo viability. When
the oocytes were submitted to 250 mBar of negative pressure, there was an increase in
embryo production and a decrease in the rate of apoptosis, based in the expression of cleaved
caspase-3. Nonetheless, their cryotolerance was not affected. When the stress was applied in
the blastocysts, only the pressure of 500 mBar did not decrease the embryo development
rates, not affecting, however, their cryotolerance. In the other hand, when both steps of
negative pressure were applied: 250 mBar to the oocyte and 500 mBar to the blastocyst, in a
sequential association, there was an increase in embryo cryotolerance. The fourth phase of the
study aimed to assess the use of super-cooled nitrogen for embryo vitrification. Results found
showed no differences between conventional (normal atmosphere) and super-cooled nitrogen.
As main conclusions, the sperm selection gradient plays a role in the embryo quality, being
day 5 embryos more resistant than the ones at day 6. The cryoprotectant agents have different
levels of toxicity to the embryos, what was dependant on its concentration. Also, it is possible
to increase the viability of vitrified embryos by applying a controlled stress mediated by
negative pressure.

Key words: Vitrification. Controlled stress. Cryoprotectants. Estrogen receptors. Apoptosis.
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Viabilidade de embrides suinos partenotos vitrificados no dia 5 e 6 de
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1 INTRODUCAO

Entre os diversos animais domésticos, os suinos figuram como uma das espécies mais
sensiveis quanto a manipulacdo embrionaria, principalmente quando se trata de embrides
produzidos in vitro. Estudos vém sendo conduzidos com o propésito de aumentar a
viabilidade de embribes suinos, ndo somente frescos, como também os criopreservados. No
entanto, quando comparados com espécies como 0s bovinos, a eficiéncia dessas técnicas
ainda deixa muito a desejar.

Dentre os principais aspectos relacionados com as variagdes na eficiéncia das técnicas
de criopreservacdo, podem ser citados: a origem embrionéria, o estagio de desenvolvimento
em que o embrido se encontra, 0 agente crioprotetor utilizado (e sua toxicidade as células),
assim como a curva de resfriamento utilizada no processo de congelamento. A
criopreservacao de embrides é, de fato, uma importante ferramenta para a preservacdo e
disseminacéo de genética entre diferentes locais do mundo.

Além dos fatores anteriormente citados, os embriGes suinos também apresentam
assincronia de desenvolvimento, apresentando com isso indices de producdo embrionaria
variaveis nos diferentes estagios de desenvolvimento, ou seja, a cinética de desenvolvimento
embrionario € variavel ao longo do cultivo pré-implantacdo. Comportamento semelhante a
este, também é observado durante o desenvolvimento in vivo dos embrides suinos. Portanto,
essa particularidade dificulta a utilizacdo dos processos de criopreservacdo, pois existem
diferencas de criotolerancia entre os distintos estagios de desenvolvimento.

Apesar da maior sensibilidade dos embrides suinos as técnicas de reproducdo assistida
como a criopreservagao, o esclarecimento dos mecanismos celulares que sdo desencadeados
durante as etapas de aplicacdo desta técnica ja tem demonstrado significativos avancos.
Durante a criopreservacao, a sensibilidade embrionaria, em conjunto com a toxicidade dos
crioprotetores, atuam de forma singular na reducdo da sua viabilidade, configurando assim um
dos principais motivos pelos quais ainda h& grande variacdo na eficiéncia dos distintos
protocolos de criopreservacao para embrides suinos.

Uma das estratégias mais recentemente empregadas, objetivando aumentar a
viabilidade de embrides e gametas, € a aplicacdo de alguma modalidade de estresse
controlado. A submissdo a esse estresse promove maior resisténcia das estruturas no
enfrentamento a estresses futuros, entre eles a propria criopreservacdo. Dentre as modalidades
conhecidas de estresse controlado utilizadas em gametas e embrides, destacam-se a pressao

hidrostatica positiva e 0 estresse osmotico. Uma forma alternativa de estresse controlado € a
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pressao negativa, que ja se mostrou eficiente para odcitos e embriGes bovinos, e também para
espermatozoides ovinos.

Ainda, sabe-se que a criopreservacdo de embrides suinos produzidos in vitro é
dificultada pelo alto teor lipidico de suas células. Em funcdo disso, a técnica de
criopreservacdo que apresenta os melhores resultados é a vitrificacdo. Esta técnica associa a
utilizacdo de elevadas concentragOes de crioprotetores com a alta velocidade de resfriamento,
proporcionando uma rapida passagem pela fase de transicdo dos lipideos. O aumento
significativo da velocidade de resfriamento pode ser produzido através do uso do “slush”
(produzindo o nitrogénio super-resfriado), que potencialmente pode aumentar a eficiéncia da
vitrificagdo de embriBes suinos.

A hipotese geral desse estudo esta baseada na combinacéo de crioprotetores associado
ao emprego de estresse controlado, em conjunto com o uso do nitrogénio super-resfriado
(slush), aumentara a eficiéncia da vitrificacdo dos embrides suinos obtidos nos diferentes dias

de desenvolvimento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO IN VIVO E IN VITRO DE EMBRIOES SUINOS

A multiplicacdo de animais de interesse, através da manipulacdo de gametas e
embrides, esta bem disseminada em algumas espécies domésticas, tais como bovinos,
equinos, caprinos e ovinos. No caso dos suinos, mesmo sendo uma espécie de alto interesse
zootécnico (Martinez et al., 2016), biomédico (Romar et al., 2016) e tendo ainda racas e
fendtipos ameacados de extingdo, a sua multiplicacdo através de técnicas de reproducgéo
assistida seja in vivo ou in vitro, ainda é muito limitada devido a baixa eficiéncia. Também, ao
contrario de outras espécies domésticas, os suinos tém uma eficiéncia de producdo
embrionaria muito baixa, sendo inclusive normal haver cerca de 25-30% de perda embrionaria
no inicio da gestacdo, mesmo quando esta foi concebida naturalmente (Koutsotheodoros et al.,
1998). Este fato demonstra a fragilidade natural dos embrides suinos e a baixa competéncia

dos gametas.

Além de limitacbes na producdo embrionaria por concepcdo natural, a eficiéncia
também é limitada apds protocolos de superovulacdo, bem como na producdo in vitro e
transferéncia de embrifes. Quando é realizada a superovulacdo de porcas, sdo obtidos em
média 20 embriGes por doadora (Nohalez et al., 2017), sendo transferidos entre 17 a 45
embrides por receptora, podendo-se obter eficiéncia de 22,1% de leitdes nascidos (Nakazawa
et al., 2008). J& para embrides produzidos in vivo e vitrificados, a eficiéncia de nascimento
varia de 7,1 a 23,0%, dependendo da técnica de transferéncia utilizada (Martinez et al., 2015).

A qualidade dos embrides produzidos in vitro é pobre, se comparada com a de
embrides obtidos in vivo (Gil et al., 2010; Nakamura et al., 2017). Kikuchi et al. (1999)
relataram que odcitos maturados, fecundados e cultivados in vitro por um a dois dias, ja
apresentam reduzida capacidade de desenvolvimento in vitro até o estagio de blastocisto, e
também reduzido desenvolvimento de gestacdo a termo apds transferéncia dos embrides. Isto
tem sido atribuido a diversos fatores, tais como a maturagdo citoplasmatica inadequada dos
odcitos, que pode estar relacionada, a0 menos em parte, com a maior frequéncia de
polispermia (Gil et al., 2010). Embrides polispérmicos ndo apresentam alteragGes nas taxas de
clivagem, permitindo ainda o desenvolvimento até o estagio de blastocisto, embora com

menor eficiéncia em comparagdo a embribes monospérmicos (Gil et al., 2013). Por vezes, a
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eficiéncia de producédo de blastocistos por fecundagéo in vitro (45,2%) pode ser inclusive
superior a eficiéncia da fecundagcdo monospérmica (38,4%) (Cuello et al., 2013),
demonstrando que parte dos odcitos polispérmicos se desenvolvem até o estdgio de

blastocisto.

A selecdo dos espermatozoides utilizados para a fecundacdo in vitro pode ser realizada
de diversas formas, sendo frequentemente utilizado o gradiente de percoll, por resultar em
altas taxas de fecundacdo (Jeong et al., 2001, Matas et al., 2011), clivagem (Noguchi et al.,
2015) e producdo de blastocistos (Matas et al., 2003, Noguchi et al., 2015). O método de
selecdo dos espermatozoides é capaz de influenciar diretamente na viabilidade dos mesmos,
visto que para a selecdo dos espermatozoides para a realizagdo da fecundacdo in vitro podem
ser realizadas lavagens simples por centrifugacéo (Gil et al., 2003, Gil et al., 2013). Por este
motivo, com a utilizacdo de solucdes a base de silica (como o percoll) durante a selecdo dos
espermatozoides, podem ocorrer lesbes aos espermatozoides, assim como a alteragdo da
osmolaridade da solugdo pode interferir na viabilidade dos mesmos. Além disso, Martinez et
al. (2014) demonstraram que o cultivo in vitro de embrides produzidos in vivo, em meio
qguimicamente definido, mantém a viabilidade embrionaria. Entretanto, somente essa
manipulacdo ja é responsavel por causar um atraso no desenvolvimento desses embrides.

Embrides totalmente produzidos in vitro apresentam uma baixa eficiéncia de ecloséo
(Kim et al., 2004), quando comparados aos seus contemporaneos obtidos in vivo. A producéao
in vitro de embriBes suinos pode ainda ser realizada por partenogénese. Embrides partenotos
tem a habilidade de sinalizar e manter o inicio da gestacdo por 30 dias (Kawarasaki et al.,
2009), sendo que a co-transferéncia de 20 embriBes partenotos, com apenas uma morula ou
blastocisto produzido in vivo, foi capaz de produzir sete gestacfes e nascimentos, apds nove

transferéncias (Kawarasaki et al., 2009).

Como ja é sabido, para que ocorra a manutencdo inicial da gestacdo nos suinos é
necessario ter a presenca de ao menos quatro embrides viaveis no utero (Polge et al., 1966).
Este reconhecimento inicial da gestacdo ocorre devido a liberagdo de estrégeno pelo embrido,
que é secretado entre os dias 11 e 13 pos-fecundagdo, para assim garantir que nutrientes e
prostaglandina F2-alfa sejam secretados no Iimen uterino, ao invés de serem liberados na veia
uterina, o que levaria a luteolise e falha na manutencao da gestagéo (Bazer e Johnson, 2014).
O estrogeno € liberado através das células do trofectoderma embrionario (Perry et al., 1976),
sendo possivel detectar a presenca de receptores de estrégeno nas células embrionérias, ja no

estagio de uma célula (Ying et al., 2000), através de imunocitoquimica, sendo que a atividade
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dos receptores de estrogeno é necessaria para o efeito direto do estrégeno nos embrides (Ying
et al.,, 2000). A deteccdo da presenca de receptores de estrogeno pode, portanto, ser
considerada como um forte indicio da presumivel competéncia embrionaria em embrides

suinos produzidos in vitro.

2.2  CRIOPROTETORES E SEUS EFEITOS NAS CELULAS

E considerado crioprotetor qualquer soluto que quando adicionado as células permite
sobrevivéncia superior comparada a sua ndo adi¢do durante a criopreservacao (Karow, 1969).
Os crioprotetores séo divididos basicamente em intra e extracelulares. Os crioprotetores
intracelulares sdo substancias de baixo peso molecular, que sdo permeaveis a membrana
celular, o que é também dependente da temperatura. Por outro lado, os crioprotetores
extracelulares possuem elevado peso molecular, ndo sdo permeaveis a membrana celular, e
por essa razdo promovem a desidratacdo celular. Todos os crioprotetores tem seu potencial
toxico as células, podendo esta toxicidade ser de origem quimica ou osmética (Zhmakin,
2009).

Durante a criopreservacdo, a agua que esta ligada a solutos (crioprotetores) é
considerada “osmoticamente inativa” ¢ ndo esta disponivel para participar da formagio de
cristais de gelo (Elliot et al., 2017). E neste propésito que se baseia a vitrificagido, forma mais
eficiente de criopreservar os embrides suinos. Por definicdo, vitrificacdo é a solidificacdo de
uma solucdo, quando exposta a baixas temperaturas, por adquirir uma alta viscosidade sem
ocorrer a formagéo de cristais de gelo (Wowk, 2010). Na vitrificacdo, a associa¢do de dois
crioprotetores, um intra e um extracelular, geralmente proporciona a melhor combinacéo entre
baixa toxicidade celular, e melhor efeito de crioprotetor. Por vezes, a concentracdo de
crioprotetores pode ser reduzida se esta proporcéo for substituida por outro crioprotetor de
acao semelhante, reduzindo assim a toxicidade as células, ja que diferentes crioprotetores néo
possuem efeito toxico cumulativo. Conforme relatado por Zhmakin (2009), embrides de
diferentes espécies podem se comportar diferentemente a um mesmo crioprotetor, por este
motivo é de grande relevancia avaliar o efeito do crioprotetor na criopreservacdo dos

diferentes tipos celulares.

2.2.1 Criopreservacdo de embribes suinos
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A criopreservagdo de embriBes suinos tem grande potencial para o armazenamento e
para o intercambio de material genético de animais de alto valor zootécnico, na suinocultura e
na biomedicina (Bartolac et al., 2015). Dentre os métodos de criopreservacao, a vitrificacao
tem se mostrado mais eficiente para embries suinos (Dobrinsky e Johnson, 1994; Cuello et
al., 2004; Sanchez-Osorio et al., 2008).

A vitrificacdo consiste na exposicdo das estruturas a altas concentracdes de
crioprotetores, associado a uma alta velocidade de resfriamento, sem que ocorra a formacéo
de cristais de gelo (Rall e Fahy 1985). Devido ao fato dos embrides suinos produzidos in vitro
serem mais sensiveis a manipulacbes e possuirem menor potencial de desenvolvimento, 0s
protocolos de vitrificacdo tem sido desenvolvidos e testados, primeiramente, em embrides
produzidos in vivo. Alguns trabalhos avaliaram variacGes de concentracdo de determinados
crioprotetores, como o etileno-glicol (EG) (Cameron et al., 2000), EG e Polivinilpirrolidona
(PVP) (Beebe et al., 2005), EG e Sacarose (SAC) (Cuello et al., 2008), as combinacdes de EG
e dimetilsulfoxido (DMSO) associados a SAC (Kuwayama et al., 2005; Du et al., 2007,
Cuello et al. 2008; Li et al., 2013; Berthelot et al., 2000; Berthelot et al., 2007), glicerol e
SAC (Dobrinsky et al., 1998), associacdo de EG, propilenoglicol (PROP) e Ficoll (Bartolac et
al., 2015) e associacdo de EG, Trealose (TRE) e Polietilenoglicol (Mito et al., 2015). Em
busca de uma simplificagdo do protocolo de vitrificacdo, possibilitando assim a transferéncia
direta dos embrides, alguns autores buscaram realizar o reaquecimento em um passo
(Berthelot et al., 2007; Cuello et al., 2004; Sanchez-Osorio et al., 2008), ao invés do
reaquecimento em dois (Beebe et al., 2005) ou quatro passos (Berthelot et al., 2000). De um
modo geral, 0 que se observa quando se avalia os protocolos de vitrificagdo, sdo diversas
variagfes de um unico protocolo, apenas com comparagdes de diferentes concentracfes dessa

mesma combinacéo de crioprotetores.

Para embrides produzidos in vivo, a taxa de sobrevivéncia a vitrificagdo & maior para
blastocistos em comparacdo a morulas (90,7% vs. 75,0%) (Martinez et al., 2015), fato que
também foi observado por outros autores (Pollard e Leibo, 1994; Beebe et al., 2002; Cuello et
al., 2004; Ushijima et al., 2004).

2.2.2 Particularidades dos embrides suinos a criopreservacao



29

Diversas sdo as particularidades dos embriGes suinos em relacdo a outras espéecies
domésticas, que acabam tornando-os mais sensiveis as diversas manipulacoes envolvidas nas
diferentes técnicas de reproducdo assistida, sendo estes inclusive mais sensiveis aos danos
causados pela criopreservagdo (Dobrinsky, 1997; Pollard e Leibo, 1994). Entre as causas
desta sensibilidade exacerbada estéo a alta ocorréncia de polispermia seguida do posterior
desenvolvimento embrionario (Gil et al., 2013), a grande quantidade de lipideos nos embrides
(Polge e Willadsen, 1978; Nagashima et al., 1994), e a diferenca de velocidade de
desenvolvimento entre os embrides. Inclusive, vem sendo estudada a eficiéncia distinta de
sobrevivéncia a vitrificacdo entre embrides obtidos nos dias 5 e 6 de cultivo (Morato et al.,
2014).

Para melhorar a eficiéncia dos protocolos de fecundacdo in vitro (FIV) e reduzir a
incidéncia de polispermia, varios sdo os ajustes nos protocolos de FIV, tais como o método de
selecdo dos espermatozoides, e até a forma de co-incubacdo destes com os odcitos. J& para
tornar os embribes mais criotolerantes, uma alternativa previamente testada é a delipidacéo
dos mesmos (Nagashima et al., 1994), que j& se mostrou eficiente tanto para embrides
produzidos por partenogénese (Esaki et al., 2004), quanto para embrides produzidos por FIV
(Men et al., 2006; Cuello et al., 2013). O uso de soro fetal bovino (SFB) torna os embrides
suinos produzidos in vitro mais habeis a criopreservacao (Men et al., 2005), no entanto 0 uso
de meios quimicamente definidos tem por vezes recebido aten¢do por diminuir o risco de
transmissdo de doencas, por vezes sem reduzir a capacidade de desenvolvimento dos

embribes (Sanchez-Osorio et al., 2010).

Devido a complexidade de associar todas estas particularidades, ainda hd muita
variagcdo quanto aos crioprotetores e aos tempos de exposicdo utilizados nos protocolos de
vitrificacdo. VariagOes que ocorrem entre os diferentes sistemas de producdo de embrides
também podem representar um entrave para a extrapolacdo de protocolos entre diferentes
laboratdrios. Todavia, a investigacdo cuidadosa dos efeitos de diferentes protocolos para cada
estagio de desenvolvimento pode trazer uma melhor compreensdo dos fatores envolvidos na

sobrevivéncia pos criopreservacdo para embrides suinos em estagio de pré-implantacéo.

2.3 EFEITOS DO SLUSH DURANTE A VITRIFICACAO
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A exposicdo do nitrogénio liquido ao vacuo faz com que ocorra reducdo na sua
temperatura de -196°C para temperaturas abaixo de -210°C, além de modificar a estrutura
fisica de liquido para so6lido, promovendo o chamado “slush”. Esta menor temperatura do
nitrogénio permite que ao submergir qualquer objeto no nitrogénio liquido, ndo ocorra a
formacdo de borbulhas de ar ao redor do objeto, durante e imediatamente apds a imerséo,
aumentando assim a velocidade de resfriamento das estruturas criopreservadas. O uso do
slush na criopreservacdo ja se mostrou eficiente para odcitos bovinos (Santos et al., 2006),
sendo que para embrides bovinos, essa estratégia ndo evidenciou diferencas de eficiéncia
(Werlich et al., 2006).

Devido a alta sensibilidade dos embrides suinos, o uso do slush se mostra como uma
alternativa para promover maior criotolerancia a estes embrides. No entanto, ainda héa
controversias quanto a eficiéncia desta técnica, com estudos ndo demonstrando a melhora na
sobrevivéncia dos embrides (Cuello el al. 2004), e outros demonstrando oa melhora da
sobrevivéncia pos-reaquecimento dos embrides (Beebe et al., 2005). Com o uso do nitrogénio
super-resfriado, a velocidade de resfriamento pode ultrapassar 135.000°C/min (Beebe et al.,
2005). Com a diminuicdo da temperatura e do estado fisico do nitrogénio, aumenta-se a
velocidade de resfriamento, sendo possivel diminuir a concentracdo de crioprotetores durante

a vitrificagdo, diminuindo assim a toxicidade aos mesmos.

2.4 ESTRESSE CONTROLADO COMO ESTRATEGIA PARA AUMENTAR A
RESISTENCIA EMBRIONARIA A MANIPULACAO

O uso de pressdo hidrostatica positiva, utilizada inicialmente para aumentar o tempo
de prateleira de alimentos, teve seus estudos iniciados em 1899, sendo aplicada ao leite in
natura (Hite, 1899), vindo posteriormente a ser testada para uma infinidade de alimentos.
Wememkamp-Kamphuis et al. (2002) observaram que a pressédo hidrostatica positiva, além de
aumentar o tempo de prateleira de determinados alimentos, aumentou a sobrevivéncia e
multiplicacdo da listéria. Este fato chamou a atencdo e desde entdo vem sendo testado 0 uso
do estresse controlado por pressdo positiva para aumentar a viabilidade de embrides, oocitos

(Du et al., 2008) e espermatozoides.
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A pressdo hidrostatica positiva tem se mostrado adequada para o aumento da
eficiéncia de odcitos suinos durante a clonagem manual e posterior incremento na
criotolerancia dos embries produzidos (Du et al., 2008). Além desta forma de estresse
controlado, tem-se avaliado o uso de outras formas de estresse, tais como o chogue osmético
(Lin et al., 2009) e a pressdo negativa, esta Ultima ja previamente testada em odcitos e
embrides bovinos (Mezzalira, 2018).

Desta forma, existe uma convergéncia de fatos apontando que embrides suinos que
chegam ao estagio de blastocisto em momentos distintos do cultivo, exigem distintas
adequacdes para a manutencdo de sua viabilidade. No presente estudo, busca-se adequar a
qualidade de embriGes suinos produzidos por FIV, bem como o desenvolvimento de
protocolos de criopreservacdo que proporcionem o aumento da eficiéncia no uso de embrides

originalmente distintos quanto a sua viabilidade.
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3 DESENHO EXPERIMENTAL

31 FASE 1. PADRONIZACAO DA SELECAO ESPERMATICA PARA A
FECUNDACAO IN VITRO

3.1.1 Experimento 1: Efeito da concentracdo de percoll durante a selecdo de espermatozoides

suinos no desenvolvimento embrionario in vitro

Na primeira fase, que buscou padronizar a metodologia de processamento do sémen de
forma mais eficiente para realizar a fecundagéo in vitro de forma mais eficiente. Para tal,
foram realizadas quatro repeticGes, testando diferentes gradientes proporcionais de percoll
(90/45%, 80/40% e 70/35%) para a selecdo espermatica, avaliando o seu efeito ao longo do
desenvolvimento embrionério. A hip6tese deste trabalho baseia-se no fato de que as menores
concentracOes de percoll sdo menos toxicas aos espermatozdides, dando origem a embrides
com maior viabilidade.

O organograma representativo do experimento 1 encontra-se na figura 1.

Figura 1. Organograma representativo do experimento 1.

EXPERIMENTO 1
Obtencao dos odcitos Sele¢ao dos espermatozoides
. Percoll Percoll Percoll
Maturagdo in vitro 90/45 80/40 75/35

e

Fecundagao in vitro

v

Cultivo in vitro

Avaliagao do desenvolvimento embrionario diario nos dias 5, 6, 7 e 8 de cultivo

v

* Avaliacdo da densidade celular e expressdo de caspase-3 clivada em
blastocistos e blastocistos expandidos no dia 8 de cultivo;

+ Avaliacao da densidade celular e expressao de receptores de estrégeno em
blastocistos eclodidos até o dia 8 de cultivo
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Fonte. Elaborado pelo autor, 2018.

3.2 FASE 2: AVALIACAO DE DIFERENTES CRIOPROTETORES NA VITRIFICACAO
DE EMBRIOES SUINOS PRODUZIDOS POR ATIVACAO PARTENOGENETICA

3.2.1 Experimento 2: Viabilidade de embriGes suinos partenotos expostos a teste de
toxicidade nos dias 5 e 6 de cultivo utilizando diferentes concentragdes dos
crioprotetores EG, DMSO e SAC

Nessa segunda fase, foi avaliado o uso de diferentes crioprotetores na vitrificacdo de
embrides suinos produzidos por ativacdo partenogenética. Inicialmente, no experimento 2
(seis repeticdes) foram avaliadas a re-expansao e a eclosdo de embrides (Bl e Bx) obtidos nos
D5 e D6, previamente expostos a testes de toxicidade, comparando trés protocolos de
vitrificacdo (Du et al., 2007, adaptado de protocolo de vitrificagdo utilizado inicialmente para
vitrificacdo de oocitos humanos — Kuwayama et al. 2005, Vitri 1; Cuello et al. 2008, Vitri 2;
Li et al., 2013) que utilizam os mesmos crioprotetores combinados (Dimetilsulfoxido -
DMSO, Etileno-glicol — EG, e Sacarose - SAC), em diferentes concentracdes e tempos de
incubacéo.

O delineamento experimental esta resumido na figura 2.

Figura 2. Organograma do delineamento experimental referente ao experimento 2.

EXPERIMENTO 2

‘ Producao de embrides por partenogénese ‘

4 N\

Bl e Bx obtidos no dia 5 de cultivo ‘ ‘ Bl e Bx obtidos no dia 6 de cultivo
| |

Controle ‘ Teste de toxicidade de diferentes protocolos usando DMSQO, EG e SAC

Fresco ‘L ‘L ‘1’
J
1

‘ Avaliagéo de re-expancgéo em 24h e eclosdo a cada 24h até o dia 8 de cultivo |

v

‘ Avaliacio da densidade celular e expressao de caspase clivada 3 ‘

\
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

O detalhamento das solucGes de vitrificacdo e reaquecimento utilizados no

experimento 2 encontram-se na tabela 1.

Tabela 1. Discriminacdo das concentracdes de crioprotetores e tempos de exposi¢do as

solucdes de vitrificacdo e reaquecimento utilizados no experimento 2.

Solucodes de Vitirificagao Solucdes de Reaquecimento
Grupo Solugdo 1 Solucgao 2 Solugdo 1 Solugdo 2
[ Tempo [1 Tempo [] Tempo [] Tempo
15% DMSO
0,
Vitri 1 7,;/;;?;0 5-15 min 15% EG 1 min 1M SAC 1 min 0,5M SAC  3min
o7 0,5M SAC
16% DMSO
0,
Vitri 2 7’;?;?20 3 min 16% EG 1 min 0,13M SAC 5 min _ _
=7 0,4M SAC
18% DMSO
0,
Vitri 3 101{;;?20 3 min 18% EG 1 min 1M SAC 1 min 0,5M SAC  3min
0 0,5M SAC

3.2.2 Experimento 3: Efeito do PVP, da SAC e da TRE como crioprotetores extracelulares

No experimento 3 (quatro repeti¢cbes), comparou-se a toxicidade de diferentes
protocolos de vitrificagdo com base no crioprotetor intracelular EG (solugéo de equilibrio com
2M de EG por 5 min, e solucdo de vitrificacdo com 8M de EG por 1 min) associado a
diferentes crioprotetores extracelulares, durante a vitrificacdo. Os crioprotetores extracelulares
testados foram Polivinilpirolodona (Grupo PVP, adaptado de Beebe et al., 2005, 7% de PVP
10), Sacarose (Grupo SAC, adaptado de Cuello et al., 2008, 0,4M de SAC) e Trealose (Grupo
TRE, adaptado de Mito et al., 2015, 0,6M TRE). O reaquecimento de todos os grupos foi feito
com 0,13M de SAC por 5 min.

O delineamento experimental esta resumido na figura 3.

3.2.3 Experimento 4. Viabilidade de embribes suinos apds vitrificagdo com diferentes

combinagdes de crioprotetores intra- e extra-celulares
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A partir dos resultados obtidos nos experimentos anteriores, foram estruturados quatro
protocolos, a partir das melhores combinagdes de crioprotetores intra e extra-celulares para
vitrificar embribes dos dias 5 e 6 de desenvolvimento.

O delineamento experimental encontra-se ilustrado na figura 4.

Figura 3. Organograma do delineamento experimental referente ao experimento 3.

EXPERIMENTO 3

‘ Produgao de embrides por partenogénese ‘

K N

Bl e Bx obtidos no dia 5 de cultivo ‘ ‘ Bl e Bx obtidos no dia 6 de cultivo
| |

Controle | | Teste de toxicidade de diferentes protocolos usando Polivinilpirolidona,
Fresco Sacarose ou Trealose como crioprotetores extracelulares

l i )
|

Avaliagéo de re-expangio em 24h e eclos&o a cada 24h até o dia 8 de cultivo ‘

Fonte. Elaborado pelo autor, 2018.

Figura 4. Organograma do delineamento experimental referente ao experimento 4.

Producgao de embrides por partenogénese
I

V-4 N\

Bl e Bx obtidos no dia 5 de cultivo Bl e Bx obtidos no dia 6 de cultivo
(/I \lf I
Controle Vitrificagao dos embrides utilizando diferentes protocolos
Fresco ‘I/ ‘l, ‘l’ ‘l,
Prot 1 Prot 2 Prot 3 Prot4
l
|

Avaliacdo de re-expangdo em 24h e ecloséo a cada 24h até o dia 8 de cultivo

Fonte. Elaborado pelo autor, 2018.
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O experimento 4 (10 repeticOes) empregou, para os embrides do dia 5, quatro

diferentes protocolos, que estdo expostos na tabela 2.

Tabela 2. Concentracfes e tempos de exposicdo aos crioprotetores utilizados para vitrificar os

embrides obtidos no dia 5 de cultivo

Solugoes de

Solugdes de Vitirificagao Reaquecimento

Grupo Solugdo 1 Solugdo 2 Solugdo 1
[1] Tempo [1 Tempo [1] Tempo
15% DMSO
% D
Prot1 7??9/ [;]éo 5-15 min 15% EG 1 min 0,13M SAC 5 min
270 0,5M SAC
15% DMSO
0,
Prot 2 7??5?20 5-15 min 15% EG 1 min 0,13MTRE 5 min
270 0,5M SAC
. 8M EG . .
Prot3 2M EG 5 min 0,5M SAC 1 min 0,13M SAC 5 min
. 8M EG . .
Prot 4 2M EG 5 min 0,5M SAC 1 min 0,13M TRE 5 min

Para os embrides do dia 6 foram testados quatro protocolos, que estdo descritos na
tabela 3.

3.3FASE 3: ESTRESSE CONTROLADO POR PRESSAO NEGATIVA E SUA
INFLUENCIA NO DESENVOLVIMENTO E CRIOTOLERANCIA DE EMBRIOES
SUINOS PRODUZIDOS POR ATIVACAO PARTENOGENETICA

Na fase 3 foi avaliado o efeito do estresse controlado por pressdo negativa e sua
influéncia no desenvolvimento e criotolerancia de embrides suinos, produzidos por ativacdo

partenogenética.
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Tabela 3. ConcentragOes e tempos de exposi¢do aos crioprotetores utilizados para vitrificar os

embrides obtidos no dia 6 de cultivo

Solugdes de Vitirificagdo Solugdes de

Reaquecimento
Grupo Solugdo 1 Solugdo 2 Solugdo 1
[1 Tempo [] Tempo [1] Tempo
15% DMSO
% D
Prot 1 7’§/;9, I\E/IéO 5-15 min 15% EG 1 min 0,13M SAC 5 min
127 0,6M TRE
15% DMSO
0,
Prot 2 7;/;;?20 5-15 min 15% EG 1 min 0,13MTRE 5 min
27 0,6M TRE
. 8M EG . .
Prot3 2M EG 5 min 0,6M TRE 1 min 0,13M SAC 5 min
. 8M EG . .
Prot 4 2M EG 5 min 0,6M TRE 1 min 0,13M TRE 5 min

3.3.1 Experimento 5: Desenvolvimento in vitro de o4citos suinos expostos ou ndo ao estresse

controlado, por trés intensidades de pressao negativa

No experimento 5 (seis repeticbes), odcitos imaturos foram expostos a trés diferentes
intensidades de pressdo negativa (250, 500 e 750, mBar) avaliando-se 0 seu posterior
desenvolvimento apés ativacao partenogenética.

O delineamento experimental esta ilustrado na figura 5.

3.3.2 Experimento 6: Efeito do estresse controlado por pressdo negativa aplicado em o0citos

imaturos, na posterior criotolerancia dos blastocistos, produzidos por partenogénese

No experimento 6 (quatro repeti¢cOes), foi avaliado o efeito do uso de estresse
controlado pela pressdo negativa de 250 mBar (que foi selecionada a partir do desempenho

anteriormente, no experimento 5) em odcitos imaturos, na criotoleréancia dos blastocistos
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produzidos nos dias 5 e 6 de cultivo. O protocolo de vitrificagdo utilizado foi 0 mesmo do
grupo (Vitri 1) avaliado no experimento 2.

O delineamento experimental referente ao experimento 6 esta representado na figura

Figura 5. Organograma do delineamento experimental referente ao experimento 5.

EXPERIMENTO 5

Obtencao dos oocitos

\ v ] v

Controle 250mBar 500mBar 750mBar

Ny LT

Maturacao in vitro

v

Producgéo dos embrides por partenogénese

v

« Avaliacdo do desenvolvimento embrionario no dia 6 de cultivo, assim como
a densidade celular e porcentagem de massa celular interna dos embrides;

* Avaliagdo da densidade celular e porcentagem de celulas expressando
caspase-3 clivada nos embrides eclodidos.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

3.3.3 Experimento 7: Progressdo do desenvolvimento embrionério de blastocistos, expostos

ou ndo ao estresse controlado, por trés intensidades de pressao negativa

No experimento 7 (cinco repeticdes), blastocistos e blastocistos expandidos de
qualidade boa e excelente, obtidos nos dias 5 e 6 de cultivo, foram expostos a trés diferentes
intensidades de pressdo negativa (250, 500 e 750 mBar), avaliando-se 0 seu posterior
desenvolvimento.

A figura 7 apresenta o organograma do delineamento experimental referente ao

experimento 7.
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Figura 6. Organograma do delineamento experimental referente ao experimento 6.

EXPERIMENTO 6

Obtencgao dos odcitos

v v

Controle 250mBar
v v

Maturacao in vitro

v

Producao dos embrides por partenogénese

v

Selecao dos blastocistos e blastocistos expadidos de boa e excelente qualidade
dos dias cinco e seis de cultivo com formacao dos grupos de vitrificagéo

v

|

Controle Controle 250mBar 250mBar
fresco vitrificado fresco vitrificado

I

v

Avaliacao de re-expangao em 24h e eclosao a cada 24h até o dia 8 de cultivo

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018

Figura 7. Organograma do delineamento experimental referente ao experimento 7.

EXPERIMENTO 7

Producao de embrides por partenogénese

V'4 N\

Bl e Bx obtidos no dia 5 de cultivo Bl e Bx obtidos no dia 6 de cultivo

I |
v v . v

Controle 250mBar 500mBar 750mBar
|

Avaliacao da eclosao a cada 24h até o dia 8 de cultivo

v

Avaliagao da densidade celular, porcentagem de células expressando
caspase-3 clivada e receptores de estrogeno nos embrides eclodidos




Fonte: Elaborado pelo autor, 2018
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3.3.4 Experimento 8: Efeito do estresse controlado por pressdo negativa aplicado em

blastocistos suinos partenotos, na sua sobrevivéncia a vitrificacdo

No experimento 8 (quatro repeticdes), avaliou-se 0 uso de estresse controlado pela

pressdo negativa de 500 mBar (melhor resultado obtido no experimento 7) em embrides na

vitrificacdo de blastocistos e blastocistos expandidos, de qualidade boa e excelente, obtidos

nos dias 5 e 6 de cultivo. O protocolo de vitrificagdo utilizado foi 0 mesmo do grupo (Vitri 1)

avaliado no experimento 2.

A figura 8 ilustra o delineamento referente ao experimento 8.

Figura 8. Organograma do delineamento experimental referente ao experimento 8.

EXPERIMENTO 8

Produgéo dos embrides por partenogénese

v

Selecdo dos blastocistos e blastocistos expadidos de boa e excelente qualidade
dos dias cinco e seis de cultivo e distribuicdo nos grupos

| v

Estresse controlado

Controle de 500mBar
1 1
[ 1 o |
Controle Controle 500mBar 500mBar
fresco vitrificado fresco vitrificado

!

v

Avaliacao de re-expangao em 24h e eclosao a cada 24h até o dia 8 de cultivo

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

3.3.5 Experimento 9: Efeito do estresse controlado por pressdao negativa

aplicado

sequencialmente em o00citos suinos imaturos e posteriormente nos respectivos

blastocistos partenotos, na sua sobrevivéncia a vitrificacao
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No experimento 9 (quatro repeticGes), avaliou-se o efeito do estresse controlado por
pressdo negativa em o0citos imaturos (250 mBar) somado ao estresse em embrides (500
mBar) na vitrificacdo de blastocistos e blastocistos expandidos, de qualidade boa e excelente,
obtidos nos dias 5 e 6 de cultivo. O protocolo de vitrificacdo utilizado foi 0 mesmo do grupo
(Vitri 1) avaliado no experimento 2.

O delineamento referente ao experimento 9 esté representado na figura 9.

Figura 9. Organograma do delineamento experimental referente ao experimento 9.

EXPERIMENTO 9
Odcitos imaturos Controle Odcitos imaturos expostos ao estresse
l controlado de 250mBar
Produgdo dos embrides por Producao dos embrides por
partenogénese partenogénese

v v

Selecao dos blastocistos e blastocistos Selecao dos blastocistos e blastocistos
expadidos de boa e excelente qualidade | | expadidos de boa e excelente qualidade
dos dias cinco e seis de cultivo dos dias cinco e seis de cultivo

! v

Estresse controlado

Controle de 500mBar
1 1
[ 1| 1
Controle Controle 250+500mBar || 250+500mBar
fresco vitrificado fresco vitrificado

I

v

Avaliagdo de re-expancgédo em 24h e eclosao a cada 24h até o dia 8 de cultivo

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

34 FASE 4: NITROGENIO SUPER RESFRIADO NA VITRIFICACAO DE
EMBRIOES SUINOS PRODUZIDOS POR ATIVACAO PARTENOGENETICA

3.4.1 Experimento 10: Efeito do slush na vitrificagdo de blastocistos suinos partenotos

No experimento 10 (quatro repeticdes), avaliou-se o uso de slush (por super

resfriamento) no nitrogénio, durante a vitrificagdo de blastocistos e blastocistos expandidos,
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de qualidade boa e excelente, obtidos nos dias 5 e 6 de cultivo. O protocolo de vitrificacdo
utilizado foi 0 mesmo do grupo (Vitri 1) avaliado no experimento 2.

O organograma da figura 10 representa o delineamento do experimento 10.

Figura 10. Organograma do delineamento experimental referente ao experimento 10.

EXPERIMENTO 10

Produgio de embrides por partenogénese

Bl e Bx obtidos no dia cinco de cultivo || Bl e Bx obtidos no dia seis de cultivo

\¢ v ~|r|
Controle fresco Controle Vitrificado Vitrificado com Slush

|

\

Avaliacdo de re-expangdo em 24h e eclosdo a cada 24h até o dia 8 de cultivo

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO DOS OOCITOS

Ovarios coletados de abatedouro foram transportados até o laboratorio em recipiente
térmico e hermeticamente fechado, sendo aspirados os foliculos medindo entre 3-6 mm, com
auxilio de uma bomba de vacuo e agulha de 18G. Os complexos cumulus odcitos (CCOs)
recuperados foram selecionados sob lupa estereomicroscépica no proprio liquido folicular
centrifugado. Apds classificagdo morfoldgica, os oocitos de qualidade boa ou excelente, de
acordo com os critérios de classificacdo previamente descritos (Brogni et al., 2016) foram
selecionados para producdo dos embrides. Resumidamente, os critérios consistiam em ser
completamente cobertos por células do cumulus compactas, tendo pouca ou nenhuma

granulacdo no citoplasma do odcito.

4.2 MATURAGCAO IN VITRO (MIV)

Os CCOs selecionados foram submetidos a MIV em placas de cultivo celular de 4
pocgos contendo 400uL de meio de maturagdo, em grupos de 40-50 CCOs por pogo. Durante
as primeiras 22 h de MIV o meio era composto por TCM-199 com 25% (v/v) de liquido
folicular suino, suplementado com 0,1 mg/mL de cisteina, 10 ng/mL de fator de crescimento
epidermal (Invitrogen), 0,91 mM de piruvato de sddio, 3,05 mM de D-glicose, 0,5 mg/mL de
hormonio luteinizante (LH, Lutropin, Bioniche, Animal Health, Canada), 0.01 Ul/mL de
horménio foliculo estimulante (FSH, Folltropin, Bioniche, Animal Health, Belleville, Ontario,
Canada), 1 mM de dibutiril-AMP ciclico (dbcAMP), 100 IU/mL de penicilina G e 0.1 mg/mL
de sulfato de estreptomicina. Apos este periodo, os odcitos foram lavados e incubados por
mais 20-24h, no mesmo meio de maturacdo, porém desprovido de LH, FSH e dbcAMP.
Todas as incubacdes da MIV foram em estufa a 38,5°C em atmosfera com 5% de CO em ar,

com umidade saturada.
4.3 FECUNDAGCAO IN VITRO (FIV)
O sémen fresco utilizado era coletado 24 h antes, de um suino previamente

comprovado para a FIV, sendo armazenado a 17°C sob protecdo da luz em diluente BTS

(Beltsville Thawing Solution) até momentos antes da FIV. O sémen era aquecido durante 40
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min em banho-maria a 37°C, sendo o0s espermatozoides selecionados posteriormente atraves
de um gradiente descontinuo de mini-percoll, conforme o tratamento avaliado (90 e 45%, 80 e
40%, ou 70 e 35%). Foram utilizados 300 uL de cada concentracdo de percoll e 100 pL de
semen, Apds centrifugacdo (13.100 x g, por 2 minutos) e lavagem em meio mTBM (Brogni et
al., 2016) (11.400 x g por 45 segundos), era determinada a concentracdo espermatica, sendo a
FIV realizada com uma dose inseminante de 125.000 espermatozoides/mL. Os odcitos
maturados eram transferidos para meio de manipulacédo (TCM-Hepes com 20% de soro fetal
bovino), para que as células do cumulus fossem removidas por pipetagens suscessivas, sendo
estes entdo passados para placas contendo meio mTBM adicionado de 2 mM de cafeina. O
periodo de co-incubagdo dos odcitos maturados com os espermatozoides selecionados era de
3 horas, nas mesmas condicdes de atmosfera e temperatura das descritas para MIV. Apés a
co-incubacdo os o0citos eram novamente submetidos a pipetagens sucessivas para remogao

dos espermatozoides aderidos a zona pelUcida.

4.4 ATIVACAO PARTENOGENETICA

Os o6citos maturados eram submetidos ao desnudamento por pipetagens sucessivas em meio
de manipulagdo e ativados através da exposi¢do a ionomicina (15 puM por 5 min) em TCM-
Hepes, sequido da incubagdo em 6-dimetilaminopurina (2 mM por 3-4h) em meio PZM-3
(Yoshioka et al., 2002). Apos a ativacdo, os o0citos eram passados para o cultivo in vitro
(CIV).

4.5 CULTIVO IN VITRO (CIV)

Apos o término da FIV ou, quando fosse o caso, da ativacdo partenogenética (DO, dia
zero do cultivo e desenvolvimento embrionario), os presumiveis zigotos eram cultivados in
vitro em meio PZM-3 (Yoshioka et al., 2002), nas mesmas condi¢Ges descritas para MIV. No
dia 4 de cultivo o meio era suplementado com 10% de SFB. As taxas de clivagem eram
avaliadas no D2, e as taxas de blastocisto eram avaliadas nos dias 5, 6, 7 e 8 de CIV, de

acordo com o experimento em questéo.

4.6 AVALIACAO DA TOXICIDADE DE CRIOPROTETORES EM BLASTOCISTOS
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Foram testadas diferentes combinagdes de crioprotetores, tanto intracelulares (Etileno
Glicol - EG e Dimetilsulfoxido - DMSQO), quanto extracelulares (Sacarose - SAC, Trealose -
TRE e Polivinilpirolidona - PVP). A toxicidade em embrides dos estagios de blastocisto e
blastocisto expandido foi avaliada em embribes obtidos nos dias 5 e 6 de cultivo. Foram
utilizados embrides de qualidade excelente (com coloracdo homogénea, sem a presenca de
fragmentos ou vacuolos), ou de qualidade boa (com coloracdo homogénea, com a presenca de
poucos fragmentos ou vacuolos). As concentracdes e tempos de exposicao aos crioprotetores
que foram avaliadas, eram semelhantes a protocolos de vitrificacdo ja previamente
estabelecidos para embrides suinos. Para a execugdo dos testes, 0s embriGes eram expostos a
uma das solugdes de equilibrio, seguida de uma das solucBes de vitrificacdo, sendo entéo
passados para 0s meios de reaquecimento de acordo com o protocolo testado, sem a execugao
da criopreservacdo. Durante todas as repeticbes, um grupo de embrides foi mantido como
controle, sem exposicdo aos crioprotetores. Apds a execucdo dos testes de toxicidade, 0s

embrides eram novamente colocados em CIV e mantidos até o dia 8 de cultivo.

4.7 VITRIFICACAO DOS BLASTOCISTOS

Conforme os resultados encontrados nos testes de toxicidade, associacdes de
crioprotetores que se evidenciaram menos toxicas aos embrides foram utilizadas na
vitrificacdo embrides. Foram utilizados somente os blastocistos e blastocistos expandidos de
qualidade boa e excelente. Para a vitrificacdo, um grupo de 3 a 5 embrides era exposto a
solucdo de equilibrio, contendo somente o crioprotetor intra-celular, na metade da sua
concentracdo final. Entdo os blastocistos eram imediatamente submetidos & solugdo de
vitrificacdo, contendo os crioprotetores intra e extracelulares. Ja durante a exposicao a solucéo
de vitrificacdo, os embrides eram envasados por capilaridade, em uma micropipeta de vidro
estirada, que ao término do tempo de exposigdo era submersa no nitrogénio liquido (N2L).

Para o reaquecimento, as micropipetas com os embrides foram removidas do NoL e a
ponta da micropipeta de vidro submersa na solugdo de reaguecimento, onde os embrides
ficavam de acordo com o protocolo em questdo. Apos, os embrides eram transferidos para o
meio de manipulac¢do, onde permaneciam por 10 min adicionais, antes que fossem novamente

colocados na estufa, onde continuidade da incubacdo, na propria placa de CIV.

48 CONTROLE DA VELOCIDADE DE RESFRIAMENTO DURANTE A
VITRIFICACAO
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Para a vitrificagdo convencional, o NoL era apenas mantido em uma caixa de isopor
contendo suportes parcialmente submersos, onde as micropipetas eram mantidas de acordo
com o grupo experimental. No entanto, para realizar o incremento da velocidade de
resfriamento durante a vitrificagdo (vitrificagdo com slush), o N.L era mantido em recipiente
de isopor que era submetido ao tratamento por pressao negativa, no interior do aparelho
Nitrocooler. Este, através da aplicacdo de pressdo negativa, durante alguns minutos, induzia a
solidificacéo e o consequente resfriamento do N:L, induzindo assim o fendmeno denominado
slush. Os blastocistos e blastocistos expandidos foram vitrificados pela exposicdo das
micropipetas de vidro ao nitrogénio, com ou sem slush (Controle).

4.9 AVALIACAO IN VITRO DA VIABILIDADE EMBRIONARIA APOS TESTE DE
TOXICIDADE E VITRIFICACAO

Os critérios de viabilidade utilizados apds a realizacdo dos testes de toxicidade, assim
como apds as vitrificacbes propriamente ditas, foram a taxa de re-expansdo (avaliada 24 h
apo6s a manipulacdo) e a taxa de eclosdo, avaliada a cada 24 h, até o dia 8 de cultivo. A cada
avaliagdo que continha blastocistos eclodidos, estes eram coletados em PBS contendo 4% de
formol, acrescentado de 3% de BSA, para avaliagdo da expressdo de receptores para

estrogeno e caspase.

4.10 APLICACAO DE ESTRESSE CONTROLADO POR PRESSAO NEGATIVA AOS
OOCITOS E EMBRIOES

O equipamento Nitrocooler, que foi desenvolvido no préprio laboratério, e
posteriormente implementado para experimentos de inducdo de estresse controlado, foi
utilizado para aplicagédo da pressao negativa.

Cada grupo de od6citos e embribes foi exposto a 3 diferentes intensidades de pressao,
250, 500 e 750 mBar, respectivamente. A pressao foi aplicada nas estruturas mantidas em
placas de 4 pogos, contendo 400 pL de meio de maturacdo para 0s odcitos imaturos e em
meio de cultivo para os blastocistos. Os blastocistos e blastocistos expandidos submetidos a
pressdo negativa eram de qualidade boa e excelente, e obtidos nos dias 5 e 6 de cultivo.

As placas eram colocadas na camara hermética do equipamento, que era fechada antes

que este fosse ligado. O Nitrocooler era entdo ligado com incremento de pressdo de 33
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mBar/seg de maneira continua, até atingir a pressao desejada (250, 500 ou 750 mBar), sendo a
respectiva pressdo mantida por 1 min. Apds, o equipamento era desligado, porém mantendo a
valvula fechada, por mais 3 min. A presséo era entdo gradualmente aumentada (5 mBar/seg),
através de cuidadosa abertura manual da valvula, até atingir a pressdo atmosférica. Em
seguida, as placas contendo as estruturas eram retiradas do equipamento.

Apoés a aplicacdo da pressdo negativa e normalizagdo da pressdo na cdmara do
equipamento, os odcitos e embrides eram novamente incubados na estufa de cultivo celular,
de acordo com o respectivo meio, para 00citos ou embrides, e entdo se prosseguiam as

manipulagdes.

411 AVALIACAO DOS EMBRIOES QUANTO A DENSIDADE CELULAR E
PROPORCAO DE CELULAS NA MASSA CELULAR INTERNA

O numero total de células nos embrides, assim como a propor¢do de massa celular
interna foram determinadas por coloracédo diferencial, de acordo com Mezzalira et al. (2010).
Os embrides foram expostos a solucdo de PBS contendo 10 pg/mL de iodeto de propidio e 1
mg/mL Triton X-100 (solugéo de permeabilizacdo) por 40 s, em temperatura ambiente. Estes
foram entdo fixados por 7 min em alcool absoluto contendo 15 pg/mL Hochest. Apdés fixados,
os embrides eram entdo colocados em gotas de 2 pL de glicerol, entre lamina e laminula,
sendo avaliados imediatamente, sob luz ultravioleta, utilizando-se microscépio invertido de
epifluorescéncia.

O numero total de células era observado através da coloragdo do DNA celular pelo
Hochest, enquanto o numero de células do trofectoderma foi avaliada pela coloracdo do
citoplasma das ceélulas pelo iodeto de propidio. A proporcdo de células na massa celular
interna era calculada com base na diferenca entre os valores de células totais e os valores de

células do trofectoderma.

4.12 RESPOSTA CELULAR EMBRIONARIA AO ESTRESSE CONTROLADO E AOS
CRIOPROTETORES: MORTE CELULAR PROGRAMADA OU APOPTOSE, E
EXPRESSAO DE RECEPTORES PARA ESTROGENO

Para avaliar a ocorréncia de morte celular programada, atraves da deteccéo de caspase-
3 clivada (C3C); e a competéncia embrionaria, através da expressdo de receptores de

estrogeno (RE>), foi realizada técnica de imunofluorescéncia (IF) nos embrides.
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Para tal, os embrides foram coletados e fixados por pelo menos 20 min em solucéo de
PBS contendo 4% de formol e 3% de BSA. Os embrides eram entdo incubados, em PBS
suplementado com 3% BSA e 0.5% Triton X-100 (solucdo de permeabilizacdo) por 1 h a
37°C. Ap0s, estes eram lavados 2 vezes em solucdo de bloqueio (PBS com 0.2% de Tween-20
e 3% BSA), expostos overnight ao anticorpo primario anti-caspase 3 clivada em coelho, ou
anti-receptor de estrégeno, também em coelho, que era diluido em solucdo de bloqueio na
proporcéo 1:400 e 1:200, respectivamente. Apos essa incubacdo, os embrides eram lavados 3
vezes por 20 min, em solucdo de bloqueio e incubados por 2 h a 37°C na presenca do
anticorpo secundério Alexa Fluor 488 cabra anti-coelho na proporcdo de 1:400. Apds, era
realizada a lavagem em solugéo de blogueio por 20 min, seguido de nova lavagem em solucéo
de bloqueio contendo DAPI 1:1000, por 20 min, seguido de 20 min em solucéo de bloqueio.
Ao término desta, os embrides eram colocados entre lamina e laminula, em uma gota de
mowiol, e observados sob luz ultra-violeta em microscopio invertido de epifluorescencia.

O numero de células positivas para C3C ou RE; era contabilizado em cada embrido,
sendo a sua proporc¢do calculada com base na diferenca entre o nimero total de células dos
embribes, que tinham os ndcleos corados com DAPI, e o nimero de células expressando

fluorescéncia através do anti-corpo secundario Alexa Fluor 488.
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5 ANALISE DOS RESULTADOS

A proporcao de celulas positivas para expressdo de CC3, REz, e da massa celular
interna foram analisadas através do teste de Chi-quadrado, assim como as taxas de clivagem,
producdo de blastocistos, expansdo e eclosdo. As andlises de densidade celular foram
submetidas a ANOVA, e quando necessario os dados foram normalizados através do arco-
seno da raiz quadrada do valor analisado, e comparados pelo teste de Tukey. O nivel de

significancia considerado foi de 5%, em todos 0s experimentos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 FASE 1: PADRONIZAGCAO DA SELECAO ESPERMATICA PARA A FECUNDACAO
IN VITRO

6.1.1 Experimento 1: Efeito da concentracdo de percoll durante a selecdo de espermatozoides

suinos no desenvolvimento embrionario in vitro

Para aumentar a eficiéncia da técnica de fecundacgdo in vitro (FIV), buscando aumentar
a producdo de embrides mais competentes, foram testadas diferentes concentracBes do
gradiente de percoll durante a selecdo espermatica, em quatro repeti¢cdes. Utilizando sémem
fresco de um cachaco adulto, foram testados os gradientes de 70% e 35% (70/35), 80% e 40%
(80/40), e 90% e 45% (90/45) de percoll. Os resultados (Tabela 1) demonstram que ndo houve
influéncia da selecéo dos espermatozoides nas taxas de clivagem dos embrides.

Entretanto, a producdo embrionaria foi influenciada pela concentracdo de percoll
empregada durante a selecdo espermaética, sendo que os grupos 70/35 (40,0%) e 80/40
(37,5%) obtiveram maior producdo de embriGes em relacdo ao grupo 90/45 (24,9%), sendo 0s
primeiros semelhantes entre si (Tabela 1).

A maior taxa de eclosdo embrionaria no D8 foi do grupo 80/40 (45,5%), que foi
superior ao grupo 90/45 (27,5%), sendo ambos semelhantes ao grupo 70/35 (32,9%) (Tabela
4). Ainda, foi observado que no grupo 70/35 houve a morte de 34,2% dos embrifes até o dia 8
de cultivo, valor superior ao encontrado no grupo 80/40 (16,7%). Para o grupo 90/45, ocorreu
a morte de 28,6% dos embriBes, proporcdo semelhante ao demais grupos (Tabela 4). Esta
elevada taxa de mortalidade embrionaria observada no grupo 70/35, deve-se possivelmente ao
fato de espermatozoides menos viaveis passarem através do gradiente de percoll realizando a
fecundacéo, porém originando assim embrides menos viaveis.

Na avaliacdo diéria da cinética de desenvolvimento embrionério, avaliado entre os dias
5 e 8 de cultivo, observou-se que o grupo 90/45 né&o teve diferenca nas taxas de producédo

embrionaria ao longo dos dias (Figura 11).
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Tabela 4. Desenvolvimento embrionario a partir de fecundacéo in vitro de odcitos suinos,
utilizando diferentes gradientes de selecdo espermatica para sele¢do dos espermatozoides

Grupos Cultivo Clivagem Blastocistos*  Morte embrionaria** Eclosdo D8
N n (%) n (%) n (%) n (%)*
90/45 169 139 (82,2) 42 (24,9)° 12/42 (28,6)* 11/42 (26,2)°
80/40 176 144 (81,8) 66 (37,5)* 11/66 (16,7)° 30/66 (45,5)?
70/35 190 152 (80,0) 76 (40,0)* 26/76 (34,2)® 25/76 (32,9)®

ab | etras minudsculas diferentes representam diferenca na mesma coluna (P < 0,05)
*Valores de porcentagem baseados no nimero maximo de embrides produzidos em cada
grupo experimental até o dia 8 de cultivo

** Valores baseados no numero de embries que morreram até o dia 8 de cultivo

Ainda, avaliando-se os diferentes grupos ao longo dos dias, observa-se que 0 grupo
70/35 teve producdo embrionaria superior (P < 0,05) ao grupo 90/45 nos dias 5 (35,8 vs.
24,9%), dia 6 (40,0 vs. 23,7%) e dia 7 (36,3 vs. 23,1%). O grupo 80/40 foi superior ao grupo
90/45 somente no dia 6 de cultivo (37,5 vs. 23,7%) (Figura 11).

Os embrides obtidos nos grupos 80/40 e 70/35 apresentaram maior porcentagem de
embrides eclodidos nos dias 6 e 7 de cultivo, e menor porcentagem de eclosdo no dia 8
(Figura 12). J& os embrides do grupo 90/45 apresentaram maior taxa de eclosdo no dia 7 de
cultivo em relacéo aos dias 6 e 8 (Figura 12).

Os blastocistos eclodidos dos diferentes gradientes (90/45, 80/40 e 70/35)
apresentaram semelhante nimero médio de células totais; 88,6 + 17,1; 94,6 + 13,7; e 102,1 +
13,2, respectivamente (Figuras 13 e 14). No entanto, os blastocistos eclodidos dos grupos
80/40 e 70/35 obtiveram maior porcentagem de células expressando receptores de estrogeno
em comparacao ao grupo 90/45 (22,6 + 5,7; 39,3 £ 5,5; versus 3,6 + 7,2, P<0,01) (Figuras 13
e 14). Isto demonstra que embrides que sdo produzidos em um sistema em que a eclosdo é
concentrada mais tardiamente, como observado no grupo 90/45, embora apresentem uma
adequada quantidade de células totais, podem ter menos chance de promover uma adequada

sinalizacdo da gestacao, por apresentarem menos células expressando receptores de estrogeno.
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Figura 11. Porcentagem acumulada dos diferentes estagios de blastocistos (% de embribes) ao

longo dos dias de cultivo para os diferentes grupos de concentracédo de percoll durante a

selecdo espermaética para a FIV.

45
40
35
30
25
20

% de embrides

15
10
5
0

Aa
Aa
ABa ABa
b | b b E >
W 90/45
0 80/40
I m70/35

Aa Aa

D5 D6 D7 D8

Dias de cultivo

ab | etras minusculas diferentes representam diferenca entre os grupos, no mesmo dia de
cultivo (P <0,05).
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diferentes dias de cultivo (P <0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Figura 12. Distribui¢do (em porcentagem) da ecloséo ao longo dos dias de cultivo dos
embrides (D6, D7 e D8) dos grupos constituidos das diferentes concentracGes de percoll

durante a selecdo dos espermatozoides para a FIV (concentracdes de 90/45, 80/40 e 70,35 %).
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AB Letras diferentes representam diferenca estatistica para 0 mesmo grupo de concentragio de
percoll (P<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Os embriGes eclodidos nos diferentes dias de cultivo (D6, D7 e D8) para os diferentes
gradientes de percoll ndo apresentaram diferenca na porcentagem de células expressando
receptores de estrogeno. Deste modo, pode-se inferir que os embribes eclodidos dentro do
mesmo grupo, indiferente do dia em que ocorreu a ecloséo, apresentam semelhante potencial
de sinalizacdo de gestacdo, ou seja, se assemelham na presumivel capacidade em estabelecer

gestacao.

Figura 13. Numero médio de células totais nos blastocistos eclodidos (barras cinzas), e
porcentagem de células expressando receptor de estrégeno (barras pretas).
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Letras diferentes mostram diferenca na porcentagem de células expressando receptor de
estrdgeno (P<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Em suinos, o estrogeno é essencial para a progressdo de morula compacta para o
estagio de blastocisto (Niemann e Elsaesser, 1986). Este evento pode estar ligado ao maior

indice de producdo de blastocistos dos grupos 80/40 e 70/35, e da alta taxa de eclosdo nestes
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grupos, pois estes melhores indices embrionarios corroboram com a maior proporcdo de
células expressando receptor de estrogeno por eles apresentado.

Os embrides eclodidos tiveram semelhante proporcédo de células expressando caspase-
3 clivada (13,1; 12,8 e 9,9% para os gradientes de 90/45, 80/40 e 70/35%, respectivamente).
Ja os embries em estagio de blastocisto e blastocisto expandido, que ndo eclodiram até o dia
8 de cultivo, expressaram maior porcentagem de caspase-3 clivada no grupo 90/45 (18,3%)
em comparacdo aos grupos 80/40 (12,7%) e 70/35 (10,7%), sendo que os ultimos
apresentaram proporcdes semelhantes entre si (Tabela 5, Figura 15). Estes embrides nédo
eclodidos também mostraram diferenca na quantidade total de células no dia 8. Os embribes
do grupo 90/45 apresentaram menor nimero de células totais (41,9 £ 6,2) em relacdo ao grupo
70/35 (58,5 £ 5,7), sendo estes semelhantes ao grupo 80/40 (50,7 £ 7,0).

Estes resultados permitem inferir que uma maior concentracdo de percoll durante a
selecdo dos espermatozoides afeta negativamente o desenvolvimento (Tabela 4) e a qualidade
embrionéria (Figura 13, Tabela 5), tanto em embrides eclodidos, quanto nos ainda néo
eclodidos. Sendo assim, € necessario o ajuste da concentracdo do gradiente de percoll para

melhorar a eficiéncia na producdo de embrides viaveis, a partir da técnica de FIV.

Figura 14. Embrides suinos eclodidos corados com DAPI (a, ¢) mostrando o nimero total de
células dos embrides. Embribes corados com Alexa (b, d), mostrando as células que

apresentam receptores para estrogeno. As imagens “a” e “b” representam o mesmo embrido,

assim como as imagens “c” e “d”.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Tabela 5. Numero médio de células totais e de células expressando caspase 3 clivada em

blastocistos e blastocistos expandidos de suinos, no dia 8 de cultivo.

Blastocistos e blastocistos expandidos

G Embribes Células caspase 3 clivada
rupos ) ) ) )d;
avaliados Células totais = EP positiva
N N %
90/45 15 41,9 +6,2° 135/736 18,32
80/40 14 50,7 £ 7,0% 133/1048 12,7°
70/35 20 58,5 +5,72 147/1379 10,7°

2.5 na mesma coluna expressam diferenca (P < 0,05)

Figura 15. Embrido suinos no estagio de blastocisto corado com DAPI (a) mostrando o
namero total de células do embrido. Embrido corado com Alexa (b), mostrando as células que
apresentam expressao de caspase-3 clivada. As imagens “a” e “b” representam o mesmo

embrido.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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6.2 FASE 2: AVALIACAO DE DIFERENTES CRIOPROTETORES NA VITRIFICACAO
DE EMBRIOES SUINOS PRODUZIDOS POR ATIVACAO PARTENOGENETICA

6.2.1 Experimento 2: Viabilidade de embrides suinos partenotos expostos ao teste de
toxicidade nos dias 5 e 6 de cultivo, utilizando diferentes concentragfes dos
crioprotetores EG, DMSO e SAC

Os dados da tabela 6 (6 repeticfes) mostram a re-expansdo e a eclosao de embrides (Bl
e Bx) obtidos nos dias 5 e 6 de cultivo e expostos ao teste de toxicidade. Esse teste comparou
trés protocolos de vitrificacdo (Vitri 1, Vitri 2, e Vitri 3) que utilizam os mesmos
crioprotetores (DMSO, EG e SAC), combinados em concentracdes e tempos de exposicdo
diferentes. Observou-se que as taxas de expansdo e de eclosdo dos embrides Controle do dia
6, foram inferiores (P < 0,05) aos embrides do dia 5 de cultivo. Isto reflete a maior fragilidade
dos embries que chegam no estagio de Bl e Bx no dia 6 em relagdo aos que ja haviam
atingido esse estagio no dia 5 (Tabela 6).

As taxas de re-expansao dos grupos Vitri 2 e Vitri 3 foram menores quando utilizados
embrides obtidos no dia 6 em relagéo ao dia 5 de cultivo. O grupo Controle para embries do
dia 5 teve expansao (100,0%), assim como a ecloséo (60,8%) superiores aos grupos expostos
aos crioprotetores, sendo que para 0s grupos Vitri 1 e Vitri 2 as taxas de expansao foram
semelhantes entre si (50,0 e 52,8% respectivamente) e superiores ao grupo Vitri 3 (35,6%). Ja
as taxas de eclosdo dos grupos Vitri 1 (15,3%), Vitri 2 (9,7%) e Vitri 3 (5,5%) foram
semelhantes entre si.

Para os embrides obtidos no dia 6, a expanséo do grupo Controle (84,5%) foi superior
a todos 0s grupos expostos aos crioprotetores. O grupo Vitri 1 teve expanséo (50,0%) superior
aos grupos Vitri 2 (31,0%) e Vitri 3 (3,6%), sendo o grupo Vitri 2 superior ao grupo Vitri 3.
Ja a eclosdo do grupo Controle (39,7%) foi semelhante ao grupo Vitri 1 (23,2%), sendo
ambos superiores ao grupo Vitri 2 (8,6%), e ainda, estes superiores ao grupo Vitri 3 (0,0%).

Cuello et al. (2008) encontraram que com 15% de crioprotetor intracelular pode ndo
haver adequada crioprotecdo. No entanto, foi com esta concentragdo que 0os embrifes mais
sensiveis (do dia 6 de cultivo) apresentaram maiores taxas de expanséo e eclosdo. Como o
grupo Vitri 1 possuia 0,5M de SAC, seu potencial crioprotetor pode ser superior ao testado
por Cuello et al. (2008), pois os autores utilizaram 15% de EG e DMSO, com 0,4M de
concentracdo de SAC, tendo assim uma menor capacidade desidratante nas células.
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Tabela 6. Viabilidade de embrides suinos partenotos expostos a teste de toxicidade nos dias 5
e 6 de cultivo utilizando os crioprotetores EG, DMSO e SAC.

EmbriGes do dia 5 de cultivo Embrides do dia 6 de cultivo
Grupo Blastocistos Expandidos  Eclodidos Blastocistos Expandidos Eclodidos
N n (%) n (%) N n (%) n (%)
Controle 74 74 (100,00 45 (60,8)* 58 49 (84,5)%8 23 (39,7)*"
Vitri 1 72 36 (50,0 11 (15,3)° 56 28 (50,00 13 (23,2)*
Vitri 2 72 38 (52,8)A 7 (9,7)° 58 18 (31,0)®8  5(8,6)°
Vitri 3 73 26 (35,6)* 4 (5,5) 56 2 (3,6)%® 0 (0,0)°

ab'| etras mindsculas diferentes representam diferenca na mesma coluna (P < 0,05)
AB Letras diferentes indicam diferenca na taxa de blastocistos expandidos na linha (P < 0,05)
XY Letras diferentes indicam diferenca na taxa de blastocistos eclodidos na linha (P < 0,05)
Vitri 1: Solugéo de vitrificagdo com 15% de EG, 15% de DMSO e 0,5M de SAC,
reaquecimento com 1M de SAC por 1 min seguido de 3 min em 0,5M de SAC
Vitri 2: Solucéo de itrificagdo com 16% de EG, 16% de DMSO e 0,4M de SAC,
reaquecimento com 0,13M de SAC por 5 min
Vitri 3: Solucéo de itrificagdo com 18% de EG, 18% de DMSO e 0,5M de SAC,
reaquecimento com 1M de SAC por 1 min seguido de 3 min em 0,5M de SAC

A quantidade de células totais nos embribes eclodidos do grupo Vitri 1 (94,0 £ 17,0)
foi superior ao encontrado para os embrides do grupo Vitri 3 (45,8 + 12,6), quando o teste de
toxicidade foi realizado no dia 5, porém, ndo houve diferenca entre os demais grupos (Tabela
7). Estes resultados vdo de encontro demonstrado por Cuello et al. (2008), quando utilizaram
a associacdo de EG e SAC. Naquelas condigdes, utilizando-se 17% de crioprotetores
intracelulares, houve uma reducdo na capacidade de proliferacdo celular em embrides
produzidos in vivo, sendo comparavel ao encontrado no grupo Vitri 3 (com 18% de cada
crioprotetor intracelular) deste estudo. J& nos embrides eclodidos apds a manipulacdo no dia
6, observou-se que aqueles do Controle e do grupo Vitri 1 apresentaram numero de células
totais semelhantes entre si, e superiores ao grupo Vitri 2 (75,0 £ 3,6; 65,0 £ 4,2; e 33,0 £ 6,2,
respectivamente). Estes resultados reforcam o fato de que menor concentracdo de EG e
DMSO (15%), mesmo com maior tempo de exposi¢do, € mais adequada, mesmo para
embrides mais sensiveis, nesse caso, 0s obtidos no dia 6. Os embriées manipulados nos dias 5
e 6 que ndo eclodiram, mas que aparentavam estar viaveis pela avaliagdo morfoldgica
realizada no dia 8, apresentaram semelhante numero total de células, independente dos
grupos.

Todos os grupos, inclusive o controle, obtiveram maior propor¢do de celulas
expressando caspase-3 clivada, nos embrides ndo eclodidos, em relagdo aos seus

correspondentes eclodidos (Tabela 7). Isso foi confirmado tanto nos embriGes manipulados no
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dia 5, quanto nos manipulados no dia 6. Um fato que reafirma a maior sensibilidade dos
blastocistos e blastocistos expadidos obtidos no dia 6 de cultivo, foi que ao avaliar esses
embrides que ndo eclodiram, houve maior porcentagem de caspase-3 clivada nos embrides
manipulados no dia 6, em comparacdo ao grupo Controle, fato que ndo ocorreu para 0S
embrides do dia 5 (Tabela 7). J& quando foram avaliados os embribes eclodidos, estes ndo
apresentaram diferenca na expressdo de caspase-3 clivada para os diferentes grupos
(manipulados ou nédo), no mesmo dia de manipulacgdo, assim como entre os dias 5 e 6 para o
mesmo grupo (Tabela 7). Isto evidencia que os embrides que apresentaram a capacidade de

eclodir, apresentam semelhante viabilidade de suas células.

6.2.2 Experimento 3. O efeito de crioprotetores PVP, SAC e TRE como crioprotetores

extracelulares

O uso de EG como Unico crioprotetor intracelular durante a vitrificacdo de embrides
suinos tem sido relatado (Beebe et al., 2005; Cuello et al., 2008), geralmente em combinacgéo
com diferentes crioprotetores extracelulares, nos diferentes passos da vitrificacdo e/ou do
reaquecimento. Dentre os crioprotetores extracelulares, se destacam o PVP (Beebe et al.,
2005) e a SAC (Cuello et al., 2008), sempre utilizando SAC durante o reaquecimento. Ao
avaliar o uso do PVP, da SAC e da TRE durante a vitrificacdo, constatou-se que, em nosso
sistema, 0s grupos PVP e SAC proporcionaram as melhores taxas de expansdo (68,7 e 65,9%)
em comparacdo ao grupo TRE (43,8%), sendo todos inferiores ao grupo Controle (89,9%),
quando os embrides eram do dia 5 de cultivo. Ainda, para embrides do dia 5, o grupo SAC
teve ecloséao (28,0%) semelhante ao grupo PVP (15,7%) e superior ao grupo TRE (12,5%), ao
passo que a eclosdo dos grupos PVP e TRE foram semelhantes entre si.

Ja para os embrides do D6, o grupo TRE foi o Unico que teve taxa de expansdo
(58,6%) semelhante ao grupo Controle (73,2%); enquanto o grupo SAC teve expansdo
(42,6%) semelhante aos grupos TRE (58,6%) e PVP (39,3%). Ainda, a taxa de expansdo do
grupo PVP foi inferior ao grupo TRE. A eclosdo dos embrides do D6 foi semelhante entre os
grupos Controle (12,5%), SAC (5,6%) e TRE (5,2%) sendo, entretanto para o grupo PVP
(1,8%), semelhante aos grupos SAC e TRE, e inferior ao Controle. Apesar da trealose ter sido
considerada uma molécula promissora, em fungdo das conhecidas propriedades de promover
estabilizacdo de membranas nas células em situacdes de estresse (Sampedro e Uribe, 2004),

devido a interagdes especificas com os fosfolipidios de membrana (Hu et al., 2009), a taxa de
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expansao que proporcionou foi apenas satisfatoria, ndo chegando a ter um efeito positivo na
ecloséo dos embrides.

Tabela 7. Numero de células totais (NCT) e porcentagem de células expressando caspase 3
clivada (C3C) em blastocistos e blastocistos expandidos suinos, expostos ao teste de
toxicidade nos dias 5 (D5) e 6 (D6) de cultivo que eclodiram ou ndo até o dia 8 de cultivo

Grupo Te_st_e de Embrides ndo eclodidos Embrides eclodidos
toxicidade NCT + EP % C3C NCT =+ EP % C3C
Controle 433+8,1 21,5% 75,3 £7,1% 7.4
Vitri 1 D5 34,0+9.8 22 5% 94,0 + 17,0 7,7Y
Vitri 2 49,5+ 1272 21,0% 67,7 + 12,2%" 10,3
Vitri 3 36,0 + 25,3 24,0% 45,8 + 12,6° 9,77
Controle 39,6 + 8,4 20,2 75,0 + 3,6* 8,1"
Vitri 1 D6 35,0+ 10,8 30,5% 65,0 + 4,2 10,1
Vitri 2 39,8+94 31,4% 33,0+6,2"" 6,1Y
Vitri 3 348+98 30,5% 0,0 0,0

AB | etras maitsculas na mesma linha indicam diferenca para a quantidade de células totais (P
< 0,05)

XY Letras mailsculas na mesma linha indicam diferenca para a porcentagem de células
expressando caspase 3 clivada (P < 0,05)

ab | etras minGsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca para embrides
manipulados no dia 5 (P < 0,05)

%Y Letras minGsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca para embrides
manipulados no dia 6 (P < 0,05)

*Indica diferenca na mesma coluna entre embrides dos dias 5 e 6 para 0 mesmo grupo (P <
0,05)

Conforme j& observado no experimento anterior, as taxas de expansdo e eclosdo do
grupo Controle, com embrides do dia 5 de cultivo, foram superiores as encontradas para
embrides do dia 6 (Tabela 8), evidenciando mais uma vez a maior fragilidade dos embrides do
mais tardios (dia 6).

Entretanto, 0 mesmo comportamento de reducdo nas taxas de expansdo e ecloséo
observados nos embrides do dia 6 de cultivo, também foram observados nos grupos PVP e
SAC com embrides do dia 5 (Tabela 8). Os resultados oriundos do nosso sistema mostraram-
se contrarios aos observados por Morat6 et al. (2014), onde blastocistos do dia 6 tiveram
maior qualidade, com maior sobrevivéncia (avaliada em taxa de expansdo) apds o

reaquecimento, quando comparados a blastocistos do dia 5.

6.2.3 Experimento 4: Viabilidade ap0ds vitrificacdo de embrifes suinos, com diferentes

combinac0es de crioprotetores intra e extracelulares
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Devido a clara diferenca de sensibilidade observada entre os blastocistos e blastocistos
expandidos durante os experimentos anteriormente conduzidos, fica clara a necessidade da
escolha de protocolos de vitrificacdo especificos para cada um dos dois dias (5 e 6 de cultivo).
Desta forma, este experimento buscou testar 4 diferentes protocolos de vitrificacao,
especificamente para os embrides dos dias 5 e 6 de cultivo. Os resultados estdo descritos
respectivamente nas tabelas 6 e 7.

Para os embrides do dia 5, observou-se que, apesar de todos os grupos vitrificados
terem expansao e ecloséo inferior ao grupo Controle fresco, a expanséo do protocolo 1 (Prot
1) (20,0%) foi superior aos demais grupos de vitrificacdo (4,3%, 4,3% e 4,4%,
respectivamente para os grupos Prot 2, Prot 3 e Prot 4). Ja as taxas de eclosdo ndo diferiram
entre os grupos vitrificados (Tabela 9).

Para os embrides do dia 6 de cultivo, tanto as taxas de expansao quanto de ecloséo dos
grupos vitrificados ndo diferiram entre si, sendo ambos estatisticamente inferiores ao grupo
Controle fresco (Tabela 10).

Tabela 8. Viabilidade de embrifes suinos partenotos expostos a teste de toxicidade nos dias 5
e 6 de cultivo, utilizando EG em combinacdo aos crioprotetores PVP, SAC e TRE

D5 D6
Grupo Blastocistos ~ Expandidos Eclodidos Blastocistos Expandidos  Eclodidos
N n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Controle 79 71 (89,9)% 41 (51,9) * 56 41 (73,2*®  7(12,5) %
PVP 83 57 (68,7)** 13 (15,7) beX 56 22 (39,3)8 1(1,8) b*
SAC 82 54 (65,9) " 23 (28,0) *X 54 23 (42,6) "B 3(5,6) ¥
TRE 80 35(43,8) ¢ 10 (12,5)° 58 34 (58,6) * 3(5,2)®

a.b.¢ | etras minGsculas diferentes representam diferenca na mesma coluna (P < 0,05)
AB |etras mailsculas diferentes representam diferenca na mesma linha para as taxas de
expanséo (P <0,05)

X.Z |_etras mailsculas diferentes representam diferenca na mesma linha para as taxas de
eclosdo (P <0,05)

6.3 FASE 3: ESTRESSE CONTROLADO POR PRESSAO NEGATIVA E SUA
INFLUENCIA NO DESENVOLVIMENTO E CRIOTOLERANCIA DE EMBRIOES
SUINOS PRODUZIDOS POR ATIVACAO PARTENOGENETICA
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6.3.1 Experimento 5: Desenvolvimento in vitro de o0citos suinos expostos ou ndo ao estresse
induzido por trés intensidades de pressdo negativa e a criotolerancia dos embrides

produzidos

Tabela 9. Viabilidade de embrides suinos partenotos vitrificados no dia 5 de cultivo,
utilizando 4 diferentes protocolos de combinagdes de crioprotetores

D5
Grupo Blastocistos Expandidos Eclodidos
N n (%) n (%)
Controle 46 44 (95,7)2 19 (41,3)2
Prot 1 45 9 (20,0)° 1 (22)°
Prot 2 47 2 (4,3 0 (0,00P
Prot 3 46 2 (43 0 (0,0°
Prot 4 45 2 (44)r 0 (00F

a.b.¢ | etras minGsculas diferentes representam diferenca na mesma coluna (P < 0,05)

Prot 1 —Sol 1 = (7,5% EG + 7,5% DMSO — 5-15 min.) Sol 2 = (15% EG + 15% DMSO +
0,5M SAC — 1 min.- Reaquecimento = 0,13M SAC — 5 min.

Prot 2 —Sol 1 = (7,5% EG + 7,5% DMSO — 5-15 min.) Sol 2 = (15% EG + 15% DMSO +
0,5M SAC — 1 min.- Reaquecimento = 0,13M TRE — 5 min.

Prot 3—Sol 1 (2M EG 5 min.) Sol 2 = (8M EG + 0,5M SAC 1 min.) — Reag. 0,13M SAC 5
min.

Prot 4 — Sol 1 (2M EG 5 min.) Sol 2 = (8M EG + 0,5M SAC 1 min.) — Reaq. 0,13M TRE 5
min.

Tabela 10. Viabilidade de embrides suinos partenotos vitrificados no dia 6 de cultivo
utilizando 4 diferentes protocolos de combinacgdes de crioprotetores

D6
Grupo Blastocistos Expandidos Eclodidos
n (%) n (%) n (%)

Controle 60 52 (86,7)? 23 (38,3)?
Prot 1 62 7 (11,3)° 0 (0,0)°
Prot 2 58 2 (3,4)° 0 (0,0)°
Prot 3 60 8 (13,3)" 0 (0,0)°
Prot 4 60 5(8,3)° 0 (0,0)°

3| etras minGsculas diferentes representam diferenca na mesma coluna (P < 0,05)

Prot 1 - Sol 1 =(7,5% EG + 7,5% DMSO — 5-15 min.) Sol 2 = (15% EG + 15% DMSO +
0,6M TRE — 1 min.- Reaquecimento = 0,13M SAC — 5 min.

Prot 2 —Sol 1 = (7,5% EG + 7,5% DMSO - 5-15 min.) Sol 2 = (15% EG + 15% DMSO +
0,6M TRE — 1 min.- Reaquecimento = 0,13M TREA — 5 min.

Prot 3—Sol 1 (2M EG 5 min.) Sol 2 = (8M EG + 0,6M TRE 1 min.) — Reag. 0,13M SAC 5
min.

Prot 4 — Sol 1 (2M EG 5 min.) Sol 2 = (8M EG + 0,6M TRE 1 min.) — Reag. 0,13M TREA 5
min.
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J& foram reportados estudos investigando o estresse controlado aplicado por pressdo
hidrostatica positiva em odcitos suinos, onde houve um efeito positivo na producdo de
embrides clones, assim como na sua posterior criopreservacao (Du et al., 2008). Nessa fase do
nosso estudo, foi avaliado o efeito do estresse controlado, induzido por 3 diferentes
intensidades de pressdo negativa (250, 500 e 750 mBar). A maior intensidade de presséo
negativa aplicada aos odcitos imaturos (750 mBar) causou uma reducdo na clivagem
embrionaria em relagdo aos grupos Controle (sem estresse), 250 mBar e 500 mBar (Tabela
11). Ja o grupo 250 mBar proporcionou incremento na producdo embrionaria em relacéo ao
Controle (30,8% vs, 23,5%). O nimero de células totais dos embrides no dia 6 de cultivo foi
inferior para o grupo 750 mBar (33,7 + 12,9) em relacdo ao grupo Controle (76,8 £ 13,6),
sendo ambos os valores semelhantes aos grupos 250 mBar (60,1 + 10,9) e 500 mBar (60,2 +
11,3).

Segundo Nakamura et al. (2017) o nimero médio de células de embrides fecundados
in vitro e cultivados in vivo, no dia 6 (78,7) foi significativamente superior aos embrides
cultivados in vitro (39,7 células). Os valores encontrados nos embrides cultivados in vivo sdo
semelhantes aos encontrados em nossos embriGes produzidos por ativacdo partenogenética,
exceto para os embrides do grupo 750 mBar, que teve menor densidade celular, e proxima ao
que foi encontrado por Nakamura et al. (2017), para embrides cultivados in vitro. Ja a
proporcao de células na massa celular interna ndo diferiu entre os grupos, variando de 19,0%
a 25,3% (Tabela 11), valores estes muito proximos ao encontrado por Langendijk et al.
(2016), em embriGes produzidos in vivo, que tiveram média de 22,8% de massa celular
interna.

A produgdo embrionéria do grupo 750 mBar foi inferior aos demais grupos, além das
médias de densidade celular total dos embrides do dia 6 de cultivo, também terem sido
menores. No entanto, o nimero médio de células dos blastocistos eclodidos até o dia 8 ndo
diferiu dos demais grupos (Tabela 11). Ja na avaliacdo de caspase-3 clivada, o grupo 250
mBar apresentou incidéncia de apoptose inferior aos demais grupos, que ndo variaram entre si
(Tabela 11).

6.3.2 Experimento 6: Uso de estresse controlado por pressao negativa em o00citos imaturos na

criotolerancia de blastocistos suinos produzidos por partenogénese
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Neste estudo foi avaliado se odcitos imaturos submetidos ao estresse controlado por
pressdo negativa podem produzir blastocistos mais criotolerantes. O estresse controlado por
pressdo negativa do grupo 250 mBar mostrou um efeito positivo quando comparado ao grupo
Controle, na producédo de embrides. Porém, ndo exerceu influéncia na qualidade dos embrides
produzidos. Ainda, os blastocistos e blastocistos expandidos produzidos a partir do grupo 250
mBar foram vitrificados nos dias 5 e 6 de cultivo, sendo as avalia¢Oes realizadas dentro de
cada dia. A expansdo e a eclosdo dos embrides do grupo 250 mBar vitrificados (250 Vitri)
foram semelhantes ao grupo Controle submetido a vitrificacdo (Controle Vitri), tanto para os
embrides do dia 5, quanto para os embrides do dia 6 (Tabela 12). Ambos 0s grupos
vitrificados tiveram taxas de expansdo e eclosdo inferior aos seus contemporaneos frescos,

para os dias 5 e 6 de cultivo (Tabela 12).

Tabela 11. Desenvolvimento in vitro de odcitos suinos expostos ou ndo (Controle) ao estresse
por trés intensidades de pressdo negativa (250, 500 e 750 mBar)

Células nos
Cultivo Clivagem  Blastocisto  Células nos blastocistos blastocistos
Grupos eclodidos
N n (%) n (%) Média total % de MCI Média total % C3C

Controle 281 237 (84,3)* 66 (23,5° 76,8+13,6° 253 *+34 92+11,0 3,72
250mBar 325 276 (84,9)* 100 (30,8)* 60,1 +10,9% 23,2+34 104 +10,4 1,1°
500mBar 335 286 (85,4)* 99 (29,5)*® 60,2+11,3®% 24,0+2,9 89,0+12,1 3,5
750mBar 338 260 (76,9)° 99 (29,3)* 33,7+12,9° 19,0+3,6 103+11,1  3,9°
&b | etras minGsculas diferentes representam diferenca na mesma coluna (P < 0,05)

Tabela 12. Criotolerancia de embribes suinos produzidos por partenogénese a partir de o0citos
expostos a estresse controlado por pressdo negativa de 250 mBar

Bl e Bx D5 Bl e Bx D6
Grupos Expandidos  Eclodidos . Expandidos Eclodidos
n (%) n (%) n (%) n (%)
Controle Fresco 28 26 (92,9)? 15 (53,6)* 27 26 (96,3)? 13 (48,1)*
Controle Vitri 28 8 (28,6)" 1(3,6)° 28 7(25,0) 1(3,6)°
250 mBar Fresco 30 30 (100,0)? 15 (50,0)? 25 24 (96,0)* 12 (48,0)2
250 mBar Vitri 30 14 (46,7)° 2(6,7)° 26 9 (34,6)° 1(38)°

&b |_etras minGsculas diferentes representam diferenca na mesma coluna (P < 0,05)

Embora a expansdo do grupo 250 mBar tenha sido semelhante ao grupo Controle, a
taxa de expansdo de 46,6% € muito proxima ao encontrado por Cuello et al. (2013), apos a

delipidacdo de embrides produzidos por FIV (45%). Isto demonstra que a exposicdo de
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odcitos imaturos ao estresse controlado por pressdo negativa de 250 mBar promove um
incremento na criotolerancia embrionéria, que se assemelha ao incremento j& reportado por

outras técnicas, como a delipidacéo.

6.3.3 Experimento 7: Progressdo do desenvolvimento embrionario de blastocistos expostos ou
n&o a trés intensidades de presséo negativa, como forma de estresse controlado

Os efeitos do estresse controlado por pressao negativa em embrides suinos no estagio
de blastocisto ainda ndo foi reportado. Em nosso estudo, os blastocistos e blastocistos
expandidos obtidos no dia 5 de cultivo ndo mostraram diferenga nas taxas de ecloséo, entre 0s
grupos de embriGes submetidos ao estresse e o grupo Controle (Tabela 13). Entretanto, para
0s embrides obtidos no dia 6, o estresse induzido pelas intensidades de 250 mBar e 750 mBar
resultou em uma reducdo nas taxas de eclosdo, em comparacao aos grupos Controle e presséo
de 500 mBar.

Para os tratamentos 250 e 750 mBar, os embrides do dia 6 apresentaram uma reducao
nas taxas de eclosdo, em comparacdo aos embrides do dia 5. Isto demonstra que o estresse
provocado por 250 mBar n&o foi o suficiente para induzir nos embrides uma resposta positiva
de estimulo ao desenvolvimento, assim como foi encontrado por exemplo, ap6s a aplicacdo de
250 mBar em odcitos imaturos; bem como a pressdo de 750 mBar pode ter sido excessiva aos
embrides. Todavia, a pressao de 500 mBar pode ter estressado 0s embrides em uma
intensidade muito préxima ao ideal, para que 0S mesmos conseguissem prosseguir o seu

desenvolvimento, entretanto sem reduzir as taxas de eclosao.

Tabela 13. Eclosdo no dia 8 de blastocistos e blastocistos expandidos, expostos ou néo
(Controle) ao estresse por trés intensidades de pressao negativa (250, 500 e 750 mBar) nos
dias 5 e 6 de cultivo

Embrides Bl e Bx do D5 Embrioes Bl e Bx do D6

Grupos N Be no D8 0 Be no D8
N % n %
Controle 117 67 57.3 66 29 43.92
250 mBar 105 55 52.47 66 17 25.808
500 mBar 109 60 55.0 66 28 42.42
750 mBar 103 58 56.3~ 66 17 25.88

AB na mesma linha indicam diferenca significativa (P < 0,05)
b na mesma coluna indicam diferenca significativa (P < 0,05)
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Dos embribes eclodidos que atingiram o estdgio de blastocisto no dia 5, houve uma
maior expressdo de caspase-3 clivada para os grupos 250 (3,2%) e 750 mBar (3,4%), quando
comparados ao grupo Controle (1,4%). Sendo que o grupo Controle, ainda, apresentou um
incremento na apoptose, baseado na proporcdo de células positivas para caspase-3 clivada,
dos embrides eclodidos do dia 5 para os embrides do dia 6 (Tabela 14), o que vai de encontro
aos resultados reportados por por Morat6 et al. (2014), onde blastocistos em processo de
ecloséo e ja eclodidos apresentaram maior porcentagem de células apoptdticas para embrides
do dia 6, em comparacgéo tanto a blastocistos frescos quanto seus correspondentes vitrificados
no dia 5.

Ja a presenca de celulas com expressdo de receptores para estrégeno do grupo 250
mBar (11,7%) foi inferior ao grupo 750 mBar (15,8%), que por sua vez foi também inferior
aos grupos Controle (22,9%) e 500 mBar (25,7%), que sdo semelhantes entre si (Tabela 14).
No entanto, a competéncia para implantacdo, baseada na presenca de células com expressdo
de receptores de estrogeno dos grupos 250 e 750 mBar, aumentou para os embrides eclodidos
no dia 6, tornando esta expressdo semelhante aos demais grupos (Tabela 14). Estes resultados
permitem inferir que o estresse provocado por pressdes de 250 e 750 mBar foi prejudicial,
tanto para embrides do dia 5, quanto para embrides do dia 6. Para os embrides do dia 5, houve
um incremento da quantidade de células positivas para caspase-3 clivada e diminuicdo da
guantidade de células positivas para receptores de estrogeno. Ja para os embrides do dia 6

estas pressdes foram prejudiciais por reduzir o nimero de embrides eclodidos.

Tabela 14. Numero de células totais (NCT), porcentagem de células expressando caspase 3
clivada (% C3C) e porcentagem de células expressando receptor de estrogeno (RE2) de
blastocistos expandidos originarios de embries do dia 5, ou embrides do dia 6, submetidos a
diferentes intensidades de pressao negativa

Grupos Embribes Be D5-D8 Embrides Be D6-D8

NTC + EP % RE, % C3C NTC + EP % RE>2 % C3C
Controle 114,8+13,8 22,9° 1,4°% 130,8 + 13,2 20,8 3,97
250 mBar 127,2+145 11,78 3,22 96,1+ 11,8 21,54 2,3
500 mBar 139,6 +14,6 25,72 2,1% 1109+ 11,4 23,1 2,9
750 mBar 116,5+11,8 15,8 3,42 116,4+12,7 21,37 3,7
AB

na mesma linha indicam diferenga significativa para a % C3C (P <0,05)
XY na mesma linha indicam diferenca significativa para a % RE2 (P < 0,05)
b na mesma coluna indicam diferenca significativa (P < 0,05)
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6.3.4 Experimento 8: Efeito do estresse controlado por pressdo negativa aplicado em
embrides, na sobrevivéncia a vitrificagdo de blastocistos suinos produzidos por

partenogénese

Para avaliar se 0 uso da presséo negativa de 500 mBar nos Bl e Bx obtidos em D5 e
D6 poderia conferir maior viabilidade embrionéria ap0s a vitrificacdo, utilizou-se o protocolo
de vitrificacdo descrito por Du et al. (2008) (grupo Vitri 1 do testado no experimento 2). Os
resultados encontrados mostram que os embrides do dia 5, oriundos do grupo 500 mBar e
vitrificados (500 mBar Vitri) apresentaram taxa de expansdo semelhante ao Controle
vitrificado (Controle Vitri), e eclosdo inferior ao grupo Controle Vitri (Tabela 15). Sendo que
para 0os embrides do dia 6, ndo houve diferenca nas taxas de expansao e eclosdo entre 0s
grupos Controle Vitri e 500 mBar Vitri. Para os embrides dos dias 5 e 6, 0s grupos ndo
vitrificados (Frescos) apresentaram taxas de expansdao e eclosdo superiores aos
correspondentes grupos vitrificados.

6.3.5 Experimento 9: Estresse controlado por pressdo negativa sequencial: efeito da pressao
de 250 mBar em odcitos imaturos seguido de 500 mBar de pressdao em embrides, na
sobrevivéncia dos blastocistos partenotos suinos a vitrificacdo

O estresse controlado ja se mostrou positivo para odcitos imaturos, refletindo em
maior producdo e melhor viabilidade embriondria (Du et al., 2008), dados esses que
corroboram os resultados do experimento 5. Como 0 estresse controlado aplicado nos
embrides, ndo apresentou beneficio ao desenvolvimento embrionério, neste experimento,
buscou-se avaliar a adigdo da pressdo negativa de 250 mBar nos o06citos somada a pressao
negativa de 500 mBar nos embrifes em estagio de blastocisto. Este procedimento melhorou a
expansdo dos embrides vitrificados no dia 5, em comparacdo ao grupo controle vitrificado
(Controle vitri) (60,0 vs. 29,6%) (Tabela 16). No entanto, a eclosédo dos embrides do dia 5 ndo
apresentou diferenca entre os grupos vitrificados. Para os embrides do dia 6, no entanto, néo
houve diferenca nas taxas de expansdo e de eclosdo dos grupos vitrificados, que foram

inferiores aos grupos frescos.
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Tabela 15. Eclosdo de embrifes suinos partenotos oriundos do dia 5 ou 6 de cultivo,
vitrificados apds aplicacdo ou ndo de pressdo negativa

Bl e Bx D5 Bl e Bx D6
Grupos n Expandidos* Eclodidos** n Expandidos* Eclodidos**
embrides n (%) n (%) embrides n (%) n (%)
Controle Fresco 57 57 (100,0)* 39 (68,4) 60 54 (90,02 34 (56,7)?
Controle Vitri 58 13(224)°  4(69)° 60 9 (15,0)° 1(L7)P
500 mBar Fresco 57 52 (91,2)"° 40 (70,2)%@ 62 34 (54,8)B° 25 (40,3)"?
500 mBar Vitri 57 6 (10,5)° 0(0,0)° 63 12(19,0° 232

abC | etras mindsculas na mesma coluna representam diferenca (P < 0,05)
A B |_etras mailisculas na mesma linha representam diferenca (P < 0,05)
XY Letras mailsculas na mesma linha representam diferenca (P < 0,05)
*Expancdo avaliada 24h apds reaquecimento dos embrides

**Ecloséo avaliada até o dia 8 de cultivo dos embrides

Tabela 16. Eclosdo de embrifes suinos partenotos oriundos do dia 5 ou 6 de cultivo,
vitrificados ap6s aplicacdo de estresse controlado nos odcitos imaturos, somado ao estresse
aplicado aos embribes

Bl e Bx D5 Bl e Bx D6
Grupos n Expandidos* Eclodidos** n Expandidos* Eclodidos**
embrides n (%) n (%) embrides n (%) n (%)
Controle Fresco 28 26 (92,9 14 (50,0)? 27 25(92,6) 14 (51,9)°
Controle Vitri 27 8 (29,6)° 1(3,7)° 27 7 (25,9)° 1(3,7)°
ifg;ioo mBar 30 29(96,7° 16 (53,3) 28 25(89,3)° 13 (46,4)
ZobrS00 moar 30 18(60,0°  1(33) 28 12429  1(36)

3P |_etras minGsculas diferentes representam diferenca na mesma coluna (P < 0,05)

6.4 FASE 4: O USO DE NITROGENIO REFRIGERADO NA VITRIFICACAO DE
EMBRIOES SUINOS PRODUZIDOS POR ATIVACAO PARTENOGENETICA

6.4.1 Experimento 10: O uso de slush no nitrogénio durante a vitrificacdo de embrides suinos

O nitrogénio super-resfriado tem se mostrado uma alternativa para aumentar a
viabilidade da criopreservacdo de estruturas muito sensiveis, como odcitos bovinos. No
entanto, seus resultados sdo controversos quando do uso em embrides bovinos e suinos.
Mesmo assim, devido ao fato dos embrides suinos terem grande quantidade de lipidios, o

slush ainda se mostra uma boa alternativa para aumentar a velocidade de resfriamento da
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vitrificacdo e proporcionar maior viabilidade aos embrides criopreservados. Segundo Cuello
et al. (2008) uma das caracteristicas da vitrificacdo € de que quanto mais aumenta a
velocidade de resfriamento, a concentracdo de crioprotetor pode ser reduzida. Assim, isto
pode ser potencializado com o uso do slush.

Neste experimento, avaliando a eficiéncia do slush durante a vitrificagdo de embrides
nos dias 5 e 6 de cultivo ndo se observou diferenca na expansao e eclosdo dos embrides de
ambos os dias (Tabela 17). Beebe et al. (2005) tiveram melhora na sobrevivéncia dos
embrides suinos produzidos in vivo apds o uso do slush, ao contrario de Cuello el al. (2004)
que ndo observaram efeito do uso do slush. Em nosso conhecimento, este é o primeiro
trabalho que avaliou o uso da vitrificagdo de embrides suinos produzidos in vitro com 0 uso

de nitrogénio super-resfriado “slush”.

Tabela 17. Viabilidade de embrides suinos partenotos vitrificados no dia 5 e 6 de cultivo
utilizando ou ndo o nitrogénio super-resfriado (slush)

D5 D6
Grupo Blastocistos Expandidos Eclodidos Blastocistos Expandidos Eclodidos
N n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Controle Fresco 47 46 (97,9) 32 (68,1)" 52 48 (92,3)2 22 (42,3)B
Vitri Controle 46 11 (23,9  0(0,0)° 52 11 (21,2)° 1(1,9)°
Vitri Slush 46 15(32,6)° 1(2,2° 51 15 (29,4)° 0 (0,0)°

3P |_etras minGsculas diferentes representam diferenca na mesma coluna (P < 0,05)
A B |etras maitsculas diferentes representam diferenca na mesma linha (P < 0,05)
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7 CONCLUSOES

Uma reducdo moderada no gradiente de percoll utilizado para a selecdo espermatica
exerceu influéncia positiva na producéo e na qualidade embrionaria;

Embrides do dia 5 de cultivo sdo mais resistentes a toxicidade dos crioprotetores do que
embrides do dia 6, porém com ajustes na concentracdo do crioprotetor intracelular, é possivel
obter indices semelhantes de expanséo e ecloséo;

O aumento na concentracdo de crioprotetor intracelular reduziu significativamente o
namero total de células, tanto para embriGes do dia 5, quanto para os do dia 6;

Os protetores extracelulares PVP e SAC proporcionam os melhores resultados para
embribes do dia 5, ao passo que a SAC e TRE proporcionam os melhores resultados para
embrides do dia 6;

A vitrificacdo de embrides suinos reduz significativamente a expansdo e a eclosdo
embrionaria, sendo o protoclo mais promissor a base de SAC, EG e DMSO, para embrides do
dia 5; A vitrificacdo também é mais prejudicial para embrides do dia 6, confirmando os dados
obtidos previamente nos testes de toxicidade;

O estresse controlado pela pressdo negativa de 250 mBar nos odcitos incrementa a
producdo embrionéria e reduz o indice de mortalidade celular por apoptose, ndo afetando,
contudo, a criotoleréncia dos embrides oriundos dos odcitos tratados por nenhuma das
intensidades de pressao testadas;

O estresse controlado por pressdo negativa, quando aplicado aos embrides em estagio de
blastocisto, ndo intefere nas taxas de ecloséo, e inclusive a pressdao de 500 mBar piora a
criotoleréancia;

A aplicacdo de pressao negativa sequencial em odcitos e embrides, melhora a expansdo
embrionaria quando se tratam de embrides do dia 5 de cultivo;

O aumento da velocidade de resfriamento atraves do slush ndo afeta os indices de
eficiéncia pds-criopreservacao.

Em suma, embrides do dia 5 de cultivo possuem maior viabilidade que embrides do dia 6,
sendo que a forma de selecdo dos espermatozoides influencia na qualidade embrionéria.
Ainda, os crioprotetores e as suas concentra¢des exercem toxicidade diferentes aos embrides,
sendo possivel aumentar a viabilidade de embrides vitrificados através do uso de estresse

controlado por pressao negativa.
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