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RESUMO

A alta presséo gasosa (high gaseous pressure, HGP) tem sido descrita como um
agente estressante capaz de induzir resposta ao estresse subletal, fornecendo protecédo
celular a estresses subsequentes, como a criopreservacdo, embora 0s mecanismos
celulares envolvidos ainda ndo estejam elucidados. Este principio foi investigado em
blastocistos murinos expostos a diferentes tratamentos utilizando-se HGP, seguidos ou
ndo de criopreservacdo. De um total de 427 fémeas de Mus musculus domesticus
superovuladas, 308 (72,1%) produziram 3070 blastocistos viaveis (média de 7,2 £ 11,5
blastocistos/fémea superovulada e de 10,0 £ 12,5 blastocistos/fémea responsiva ao
tratamento superovulatorio) que foram expostos a tratamentos de distintas pressdes e
tempos de exposicdo, em quatro grupos experimentais: (a) 20,7 MPa por 2 h (P20.T2);
(b) 20,7 Mpa por 4 h (P20.T4); (c) 27,6 Mpa por 2 h (P27.T2); e (d) 34,5 Mpa por 2 h
(P34.T2). Todos os grupos foram pareados com controles ndo expostos a HGP. No
primeira parte do experimento, embriGes foram expostos a HGP, conforme os grupos
experimentais acima, e posteriormente submetidos ao cultivo in vitro por 72 h com o
objetivo de verificar a influéncia dos protocolos de HGP sobre a taxa de eclosdo. N&o
houve diferenca nas taxas de eclosdo e na morfologia entre 0s grupos experimentais e 0s
controles. Ja na segunda parte do experimento, os embrides foram expostos a HGP,
conforme 0s grupos experimentais acima, e posteriormente criopreservados por curva
de congelamento classica (répida). Apos o descongelamento, os embrides foram
cultivados in vitro por 72 h para a avaliacdo das taxas de ecloséo entre os grupos. A taxa
de eclosdo do Grupo P34.T2 foi significativamente maior do que a dos controles
criopreservados ndo expostos a HGP (70,2% vs. 58,6%, p < 0,05). Conclui-se que a
HGP pode ser usada como agente estressor subletal sem perda da viabilidade
embrionaria, e que o uso da HGP de 34,5 MPa por 2 h prévio a criopreservacao
modificou positivamente a taxa de sobrevivéncia in vitro de blastocistos murinos

criopreservados.

Palavras-Chave: alta pressdo gasosa, criopreservacdo, resposta ao estresse subletal,

blastocisto murino.



ABSTRACT

High gaseous pressure (HGP) has been reported as a sublethal stressor able to
induce "sublethal stress response”, providing cell protection to subsequent stress, such
as cryopreservation, although the involved cellular mechanisms are little understood.
This principle was investigated on murine blastocysts exposed to different HGP
treatments with and without subsequent cryopreservation. A total of 308 (72.1%) out of
427 superovulated Mus musculus domesticus females produced 3,070 viable blastocysts
(7.2 £ 11.5 blastocysts/superovulated mouse and 10.0 + 12.5 blastocysts/female
responsive to superovulation) that were exposed to distinct pressure intensities and
exposure times, according to four experimental groups: (a) 20.7 MPa for 2 h (P20.T2);
(b) 20.7 MPa for 4 h (P20.T4); (c) 27.6 MPa for 2 h (P27.T2); and (d) 34.5 MPa for 2 h
(P34.72). All groups were compared with non-exposed HGP controls. In the first part of
the experiment, embryos were exposed to HGP treatments, according to the
experimental groups as above, and subsequently in vitro-cultured for 72 h aiming to
compare the effects of the HGP protocols on subsequent hatching rates. No differences
in hatching rates and morphology were observed between experimental and control
groups. In the second parto of the experiment, embryos were exposed to HGP
treatments, according to the experimental groups as above, and subsequently
cryopreserved by rapid (classic) freezing. After thawing, embryos were in vitro-cultured
for 72 h to compare hatching rates between groups. Hatching rates in the P34.5.T2
group were significantly higher than for the cryopreserved control embryos with no
HGP treatment (70.2% vs. 58.6%, p < 0.05). Therefore, we conclude that HGP can be
used as a stressor without compromising subsequent in vitro embryo viability, and the
use of HGP at 34.5 MPa for 2 h prior to cryopreservation improved the in vitro survival

of cryopreserved murine blastocysts compared with control counterparts.

Keywords: high gaseous pressure, cryopreservation, sublethal stress response, murine

blastocyst.
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1 INTRODUCAO

A alteracdo da temperatura ambiental é um dos fatores estressores mais comuns
observado em diferentes espécies, desde micro-organismos unicelulares até plantas e
animais (RICHTER; HASLBECK; BUCHNER, 2010). O mecanismo de resposta, tanto
em eucariotos quanto procariotos, ao estresse por choque térmico tem sido investigado
em muitos modelos experimentais. Em geral, essa resposta envolve uma supra
regulacdo ou inducdo de uma familia de proteinas denominadas HSP, cujas func¢des sao
essencialmente minimizar o estresse celular causado pela elevacdo da temperatura
(COLACO et al., 2013).

Conforme postularam Lindquist e Craig (1988), essa resposta ao estresse € 0
mais abrangente sistema inespecifico de expressdo génica conhecido entre os seres
vivos, sendo altamente conservado e identificado em todos os organismos em que tem
sido estudado, de arqueobactérias e eubactérias até plantas e animais, embora certas
caracteristicas da resposta possam variar entre 0s organismos. A teoria proposta foi de
que o estresse térmico induzia a expressao de genes, até entdo quiescentes, 0s quais
promoviam na célula estressada a producgdo de determinadas classes de proteinas, entre
elas as HSP. O processo pelo qual essas células respondiam ao estimulo ficou
conhecido como HSR. Posteriormente, verificou-se que este processo era um fenémeno
praticamente universal entre todos os seres vivos (KRAUSE; RODRIGUES-KRAUSE,
2011), sendo caracterizado pelo aumento extremamente rapido na expressdao das HSP
pelas células quando expostas ndo apenas ao calor, mas também a diversos outros
desafios metabdlicos, fisicos e ou quimicos (AHMED et al., 2012). Esses agentes
estressantes indutores compartilham em comum a propriedade de serem “cadtropos
proteicos”, ou seja, afetam, de modo adverso, a conformagdo correta e,
consequentemente, a funcdo das proteinas e componentes celulares (MINOWADA;
WELCH, 1995). Quando ocorre o acumulo destas proteinas sem a correta conformacao
em virtude do estimulo estressor externo, tem inicio a HSR, desencadeando uma cascata
de reacOes intermediarias até a resposta adequada ao estresse (VERGHESE et al.,
2012).

Embrides mamiferos tiveram a sua viabilidade mensurada apds a exposicdo a

HHP, visando empregar o estresse subletal como instrumento para proporcionar uma


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Haslbeck%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20965420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Buchner%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20965420
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posterior resposta a criopreservacdo (PRIBENSZKY et al., 2005a e 2005b; BOCK et
al., 2010; PRIBENSZKY et al., 2010; PRIBENSZKY; VAJTA, 2011). Seguindo o
mesmo principio da exposicdo ao estresse subletal, 0 objetivo dos experimentos nesta
dissertacdo foi determinar a taxa de eclosdo de blastocistos murinos criopreservados
apos exposicdo a diferentes HGP (20,7 MPa por 2h e 4h; 27,6 MPa e 34,5MPa por 2h).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Proteinas de choque térmico (HSP)

As HSP sdo consideradas chaperonas moleculares, cujo papel bioldgico é manter
as proteinas recém-sintetizadas na correta conformacdo, permitindo-lhes atravessar
membranas biologicas ou diferentes compartimentos celulares, tais como o reticulo
endoplasmatico e as mitocéndrias. Também impedem a desnaturacdo de proteinas e
ajudam na sua renaturacdo durante e depois de periodos de exposicdo aos agentes
estressores (NAHLEH et al., 2012). Este comportamento foi descrito incialmente em
1962, quando Ritossa relatou que a exposicdo de células das glandulas salivares de
Drosophila busckii ao calor, dinitrofenol ou salicilatos, resultava no surgimento de um
novo padrdo de espessamento em cromossomos, que representava sitios especificos de

transcricdo para a sintese proteica.

Embora exista farta bibliografia com pesquisas dedicando atencdo as respostas
celulares de multiplos organismos ao choque térmico por aquecimento, pouco se sabe
sobre os mecanismos moleculares que regulam a adaptacdo ao estresse causado pelo
frio, especialmente em células mamiferas. Em geral, procariotos e eucariotos respondem
de maneira similar a esse agente estressor, superexpressando, de forma rapida e pontual,
um pequeno grupo de proteinas denominadas CSP (SCHMID et al., 2009). No entanto,
ao contrario das HSP, as CSP ndo parecem ser tdo conservadas entre 0s sistemas
procariotos e eucariotos (AL-FAGEEH; SMALES, 2006).

2.2.  Estresse celular em microrganismos

De acordo com Fulda et al. (2010), células submetidas ao estresse podem
sobreviver ou morrer, dependendo do tipo celular, da intensidade e do tipo de estresse,
entre outros fatores. Segundo os autores, a exposicdo prévia das células a estresses
subletais pode estimular as HSR, com a sintese de HSP e CSP entre outras respostas
fisioloégicas. Em uma nova exposicdo das células ao estresse, este teoricamente vai
produzir um dano menor. As células que exibem este tipo de resposta ficam protegidas
contra novas exposi¢oes, o que se reflete em reducdo da extensdo das lesdes também no

organismo ou em partes dele.
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Wemekamp-Kamphuis et al. (2002) observaram que colonias de Listeria
monocytogenes previamente submetidas a um choque térmico e posteriormente expostas
a HHP, apresentavam um aumento significativo das HSP. A expressdao dos genes
responsaveis pela traducdo destas proteinas se caracterizava como uma resposta a uma
situacdo de estresse, conferindo & cepa bacteriana uma maior taxa de sobrevivéncia ao
procedimento subsequente. Wouters et al. (1999) demonstraram que microrganismos da
espécie Lactococcus lactis, quando expostos a 10°C produziam CSP, 0 que 0s tornavam
mais resistentes a criopreservacdo. Em 1990, Walker, Archer e Banks ja haviam
relatado que a Listeria monocytogenes apresentava habilidade para sobreviver a
exposicdo a diferentes fatores de estresse ambiental, como por exemplo, presséo

osmotica e baixas temperaturas.

Estes experimentos se baseavam na técnica em que Hite (1899) e Hite, Giddings
e Weakly (1914) empregavam a HHP no intuito de reduzir a carga microbiana na
conservacdo de alimentos. Acreditava-se que 0S microrganismos eram susceptiveis a
exposicdo a HHP. Entretanto, Yayanos, Dietz e Boxtel (1979) observaram a existéncia
de microrganismos marinhos que resistiam as HHP presentes nas grandes profundidades
oceanicas. Mais tarde, em 1996, um veiculo submersivel ndo tripulado da marinha
japonesa coletou organismos procaridticos piezofilos que resistiam a pressées
hidrostaticas maiores que 100 MPa nas profundezas do oceano (ABE; KATO;
HORIKOSHI, 1999).

2.3.  Criopreservagdo de embrides

A criopreservacdo de embriGes mamiferos tem sido realizada com sucesso desde
0 inicio dos anos setenta, quando Wilmut (1972) conseguiu demonstrar a sobrevivéncia
de embrides submetidos ao processo de congelamento/descongelamento e Whittingham,
Leibo e Mazur (1972) obtiveram éxito no nascimento de camundongos apds a
transferéncia de embrides descongelados. Desde entdo, o sucesso foi alcancado com
embribes de diferentes espécies, como a bovina (WILMUT; ROWSON, 1973), a ovina
(WILLADSEN et al., 1974), a caprina (BILTON; MOORE, 1976), a equina
(YAMAMOTO et al., 1982), a humana (TROUNSON; MOHR, 1983) e a suina
(KASHIWAZAK:i et al., 1991).
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O principal objetivo do congelamento de embrides é a preservacdo do
metabolismo celular em estado de quiescéncia através do armazenamento em baixas
temperaturas, de forma que este possa ser restabelecido apds um periodo indeterminado
de tempo de estocagem (MAZUR; LEIBO; SEIDEL, 2008). De acordo com Silva et al.
(2015), a manutencdo in vitro de varios tipos celulares vem se aperfeicoando, sendo
criopreservadas desde células Unicas, como espermatozoides, a grupos celulares, como
embrides, tecidos e drgdos inteiros. Desta forma, pode-se conservar 0 genoma de
animais de diferentes geracOes através de bancos de germoplasma espalhados pelo
mundo. A criopreservacdo também permite o transporte destas células, sendo possivel o
deslocamento desde curtas distancias a longas viagens de maneira facilitada, sem que se
observe uma perda da viabilidade ap6s o descongelamento (MAZUR; LEIBO; SEIDEL,
2008).

2.4. Danos da criopreservacao

Independentemente do método empregado (curva lenta, curva rapida ou
vitrificacdo), muitos sdo os fatores associados a criopreservacao que levam a danos com
comprometimento das funcgdes celulares apds o reaquecimento. A formacao de cristais
de gelo, os efeitos toxicos da solugdo crioprotetora e 0 choque osmético sdo exemplos
de fatores adversos dos crioprocedimentos. Segundo Moussa et al. (2014), as alteracdes
cromossémicas, as modificacbes da zona pellcida, as alteracfes ultraestruturais do
citoesqueleto e das membranas mitocondriais, e a fragmentacdo do material genético

séo as alteragcdes mais frequentes desencadeadas pelo processo de criopreservagao.

A extensdo da lesdo depende de diferentes propriedades celulares, que incluem,
por exemplo, o tamanho, a forma, e a permeabilidade da membrana (VAJTA,
KUWAYAMA, 2006). A retirada da agua intracelular, importante fator para minimizar
a extensdo dos danos, depende da permeabilidade da membrana celular, determinada
por sua composicdo e area, e das caracteristicas fisico-quimicas do soluto,
principalmente a temperatura e a diferenca de concentracdo entre 0 meio extra e
intracelular (HUGHES; MANCERA, 2014).

Dependendo do tipo celular, as temperaturas abaixo da corporal fisioldgica,

3

porém acima de 0°C, s3o definidas como “zona de perigo” e acarretam injlirias na

refrigeracdo, consideradas irreversiveis (YAVIN et al., 2009). As membranas celulares
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sdo danificadas devido a fase de transicdo da porcdo lipidica, periodo durante a
refrigeracdo em que ocorrem alteracOes estruturais e funcionais (YAVIN; ARAV,
2007). Vajta e Nagy (2006) afirmam que a exposicdo de od6citos e embrides a
temperaturas entre 15°C e -5°C estdo relacionadas a danos as gotas lipidicas
citoplasmaticas e a microtibulos, os quais comprometerdo a fecundacdo e as divisdes
celulares subsequentes. Injarias em microttbulos sdo consideradas reversiveis, enquanto
prejuizos as gotas lipidicas contribuem para a morte dos embriGes criopreservados.
Ainda segundo os autores, temperaturas entre -5°C e -80°C correspondem a principal
fase de injurias causadas por cristais de gelo, enquanto que temperaturas entre -50 e -
150°C podem ocasionar fraturas da zona pellcida e danos em organelas citoplasmaticas.
Temperaturas abaixo de -150°C correspondem a fase de menor injaria, sendo o

aquecimento acidental a causa mais provavel de ocorréncia de danos.

Embora o estresse seja um agente de injaria celular, dependendo do nivel de
intensidade, ele pode estimular uma resposta celular positiva frente a este processo
lesivo e desencadear uma série de eventos que culminam no favorecimento do
desenvolvimento celular (PUROHIT et al., 2014). Ainda que a eliminagéo de qualquer
interferente seja o principio da otimizacdo de uma cultura celular, relatos tém
demonstrado que a indugdo de um preciso e apropriado estresse subletal determina uma
resposta metabolica face a uma nova situacdo de estresse, que resulta em uma mais
eficiente  manutencdo da qualidade embriondria e da sua competéncia de
desenvolvimento (VAJTA et al., 2010).

2.5. Estresse embrionério

Wilson (1973) postulou que seres vivos, durante seus estagios iniciais de
desenvolvimento eram mais sensiveis as influéncias ambientais adversas do que em
qualquer outra fase de seu ciclo de vida. Desta forma, a ideia de que procedimentos
laboratoriais pudessem melhorar o desempenho e a qualidade embrionéria, se alguma
vez foi considerada no passado, sempre foi tida por muitos embriologistas como utopia
(PRIBENSZKY et al., 2010). Baseados nos experimentos de indugdo de estresse em
microrganismos, pesquisadores passaram a utilizar este principio em gametas e
embrides visando aprimorar as biotécnicas da reproducdo (PRIBENSZKY; VAJTA,
2011).
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Pribenszky et al. (2005a) relataram que submeter previamente embrifes
mamiferos ao estresse aumentaria a tolerancia desses individuos a uma nova situagéo de
estresse como, por exemplo, a crioconservacao. Existem varios fatores que poderiam
provocar este estresse, causando alteracdes no padrao fisiologico celular. Dentre esses,
modificacdo do pH e da osmolaridade do meio de cultura, a privacdo no fornecimento
de suprimentos nutritivos e a alteracdo da pressao hidrostatica (PRIBENSZKY;
VAITA, 2011).

Ao serem submetidas a um estresse subletal, as células se adaptam ao novo
cenario, e usualmente a taxa de crescimento celular ndo é afetada. Niveis toleraveis de
estresse podem causar adaptacdo transitdria ou uma resposta adaptativa, acompanhada
por mudancas fisioldgicas temporais que muitas vezes resultam em uma maior
tolerancia ao estresse (PRIBENSZKY et al., 2010). Entretanto, se o nivel do estresse
ultrapassar o limite critico de tolerancia, o mesmo ir4 desencadear 0 processo de

apoptose ou necrose celular (FULDA et al., 2010).

2.6.  Alta pressao hidrostatica (HHP)

Baseados nas observacdes das respostas celulares de microrganismo ao estresse
causado por HPP, embriologistas realizaram experimentos com o objetivo de quantificar
as taxas de sobrevivéncia e a resposta fisiologica de gametas e embrides criopreservados
apos a exposicdo a HHP (PRIBENSZKY et al., 2005a e 2005b; BOCK et al., 2010;
PRIBENSZKY et al., 2010; PRIBENSZKY; VAJTA, 2011).

Segundo Pribenszky e Vajta (2011), o diferencial da modificacdo da pressdo
hidrostatica € que esta causaria um estresse imediato, sendo também uniforme na
amostra, com maior confiabilidade, consisténcia, precisdo e seguranca. Também citam
que os embrides mamiferos em condicdes fisioldgicas estdo expostos & pressdo de
aproximadamente 0,2 MPa e, surpreendentemente, podem resistir até 80 MPa por 120
min.

Pribenszky et al. (2005a) comentam que a magnitude e o tempo de exposicéo a
HHP pode ser letal aos embrides murinos, sendo sua sobrevivéncia dependente deste
binbmio. Em seus experimentos concluiram que o tempo de 30 min e 300 min de
exposicdo a 90 MPa e a 30 MPa de presséo hidrostatica sdo, respectivamente, letais aos

embrides murinos. Neste experimento, ilustrado na Figura 1, foram determinadas quatro
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faixas com diferentes graus de letalidade: duas apresentaram taxas de sobrevivéncia
diferentes do grupo controle, sendo que, em uma delas, ndo houve sobrevivéncia, e duas
apresentaram taxas de sobrevivéncia semelhantes ao grupo controle, apenas se

diferenciando nas alteracdes morfologicas quanto a compactacdo dos embrides.

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

continuidade do desenvolvimento in vitro.

Figura 1 - Faixas de sobrevivéncia de embriGes murinos expostos a diferentes pressoes
hidrostaticas por diferentes tempos de exposi¢do
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Fonte: PRIBENSZKY et al., 2005a, p.146.

Em outro experimento, Pribenszky et al. (2005a) utilizaram diferentes HHP para
expor o0s blastocistos murinos antes da vitrificacdo. A exposi¢do dos embriGes a HHP de
60 MPa pelo periodo de 30 min proporcionou as maiores taxas de sobrevivéncia dos
blastocistos a vitrificagdo. Os embrides previamente expostos a pressdo também
apresentaram uma velocidade de reexpansdo maior (entre 4 h e 6 h vs. 20 h) e com
maior percentual de eclosfes em relacdo aos embrides ndo expostos (98% vs. 46%). No
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mesmo experimento Foi realizada transferéncia embrionéria para o Utero de
camundongas receptoras e os resultados de sobrevivéncia in vivo ndo apresentaram

diferenca significativa em relacdo aos controles frescos (85% vs. 83%).

Bock et al. (2010) expuseram embriGes murinos no estadio de 2-células a HHP
entre 20 MPa e 80 MPa (aumentos de 20 MPa para cada grupo experimental) por 60
min e 120 min, e observaram uma reducdo na viabilidade embriondria em se
desenvolver ao estddio de blastocisto. Todavia, quando expostos ja no estadio de
blastocistos, estes revelaram maior tolerdncia & pressdo. Ainda, segundo o0s
pesquisadores, a medida que a pressdo foi elevada, o tamanho dos blastdmeros
diminuiu, porém, aqueles que sobreviveram a exposi¢do retornaram ao tamanho normal

apos o cultivo in vitro.

Embrides bovinos produzidos in vitro submetidos aos tratamentos de HHP de 40
MPa e de 60 MPa e ap0s, vitrificados, tiveram, depois de reaquecidos, taxas de re-
expansdo superiores ao grupo controle vitrificados ndo tratado anteriormente com HHP

(90,% vs. 87% vs. 63%, respectivamente).

A descompressdo ap6s a exposicdo a HHP também exerce influéncia nos
embrides pois, quando essa é feita de forma gradual, ocorre uma maior sobrevivéncia ao
processo (PRIBENSZKY et al., 2004).

2.7.  Alta pressao gasosa (HGP)

Com uma abordagem diferente e seguindo a linha de inducdo de estresse em
embribes através de elevadas pressdes, Rodrigues et al. (2012) adaptaram uma camara
de pressdo adequada a exposicdo a elevadas pressdes gasosas (HGP). Neste experimento
inicial foram expostos odcitos caninos a HGP de 7,7 MPa por 1 h como indutor de
estresse sobre o gameta feminino. Os resultados revelaram que a exposi¢cdo a HGP, a

priori, ndo alterava as taxas de maturagéo dos 00citos.

Collares (2014) expbs embrides murinos no estadio de 8-células a 15,7 MPa por
2 h e 4 h e apos, submeteu-os ao processo de congelamento pelo método de curva
classica no estadio de blastocisto. Apds o descongelamento, verificou a viabilidade in
vitro atraves das taxas de reexpansdo embrionaria. Amostras em diferentes momentos

do experimento também foram colhidas para a andlise da alteracdo no padrdo da
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expressdo de genes relacionados com a exposicao a agentes estressantes. Essa analise
ndo revelou diferencas significativas entre 0s grupos experimentais e 0s controles.
Segundo o autor, uma possivel explicacao seria a variacdo biolégica dos embrides entre
0S grupos e dentro de um mesmo grupo. A exposicdo dos embrides no estadio de 8-
células a 15,7 MPa ndo comprometeu a viabilidade in vitro para desenvolverem-se ao
estadio de blastocisto. Em seu experimento, houve uma diferenga nas taxas de expansao
dos blastocistos criopreservados expostos a HGP durante 120 min. quando comparado
com o controle, que somente foi exposto ao processo de congelamento (86,3% vs.
72,8% respectivamente). Desta forma, concluiu que a HGP poderia ser empregada na

inducg&o de estresse celular subletal em embrides murinos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1.  Local de realizacdo dos experimentos

Os experimentos foram realizados nas dependéncias do Laboratorio de
Embriologia e Biotécnicas de Reproducdo da FAVET da UFRGS.

3.2.  Meios e reagentes

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

3.3.  Animais experimentais

Os animais experimentais foram machos e fémeas da espécie Mus musculus
domesticus (camundongo-domeéstico) da cepa CF1 suico-albina. Todas as atividades e
procedimentos realizados estiveram de acordo com legislacéo vigente (BRASIL, 2008;
BRASIL, 2010; CFMV, 2002; CONCEA, 2013a; CONCEA, 2013b; CONCEA,
2013c.). O projeto foi aprovado pela CEUA da UFRGS sob a carta de aprovacao
namero 27397.

3.3.1. Procedéncia dos animais

Os animais experimentais foram adquiridos junto ao CREAL da UFRGS.
Fémeas adultas, com idade a partir de oito semanas, foram utilizadas como doadoras de
embrides, e machos adultos foram utilizados para os acasalamentos e producdo dos
embrides. O transporte dos animais entre 0 CREAL e o laboratério, ambos na cidade de

Porto Alegre/RS, foi realizado em veiculo préprio para esta finalidade.
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3.3.2. Alojamento e manutengdo dos animais

Os animais recém-chegados passaram por um periodo de ambientacdo de 15
dias, com o objetivo de reduzir e eliminar os efeitos do estresse causado pelo transporte

e mudanca de espaco fisico.

Ap0s este periodo, os camundongos foram mantidos no biotério do Laboratorio
de Embriologia e Biotécnicas de Reproducdo da FAVET da UFRGS. O local possui
ambientes segregados, sendo uma sala de animais, um almoxarifado, uma sala de

procedimentos e um ambiente de limpeza e higienizagdo dos materiais utilizados.

A sala de animais, onde ficavam os camundongos, possui area de 12 m?, fechada
com exaustdo e ventilacdo forcada, mantendo as condi¢bes de temperatura controlada
em 22+2°C e luminosidade de 300 Ix (ciclo de 14 h claro/10 h escuro). A limpeza da
sala ocorreu duas vezes por semana, quando as gaiolas usadas eram trocadas por gaiolas
novas higienizadas e forradas com maravalha (Vetsul, Brasil). Os bebedouros eram
limpos, tendo sua agua trocada. O horario de limpeza foi no inicio da manhéa ou fim de
tarde, de maneira a evitar perturbacfes no periodo de descanso dos animais (ciclo de

luz). A racdo (Nuvilab CR-1 - Quimtia, Brasil) e a agua foram fornecidas ad libitum.

As fémeas foram acomodadas em gaiolas plasticas de 1.360 cm?, apropriadas
para este fim, em grupos de até 15 individuos, sempre respeitado o limite méaximo
(CONCEA, 2013c). Os machos, por sua natureza territorialista, foram acomodados

individualmente em gaiolas plésticas de 390 cm?.

3.3.3. Numero de animais utilizados

No total foram empregados nos experimentos 20 machos e 394 fémeas de Mus

musculus domesticus.

3.3.4. Destino das carcacas e animais néo utilizados

As carcagas de animais foram colocadas em sacos previamente identificados
como residuo bioldgico e estes armazenados em locais adequados disponibilizados pela

FAVET da UFRGS junto as salas de necropsia do setor de Patologia Animal, sendo
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estes destinados a empresas terceirizadas, especializadas no correto descarte de residuos
bioldgicos (BRASIL, 2010.).

Os animais ndo utilizados e os que restaram ao final do experimento (as fémeas
placas negativas, ja reutilizadas, e os machos) foram eutanasiados pelo método de
inalacdo do anestésico isofluorano. Para o procedimento, estes animais foram colocados
em caixa plastica transparente hermeticamente fechada contendo algoddo embebido
com o anestésico (em &rea segregada dentro da caixa, sem possibilidade de contato do
algod&o com o roedor) de maneira que a microatmosfera ficasse saturada com farmaco,
levando rapidamente o animal a inconsciéncia e posterior 6bito, que foi constatado pela
auséncia de reflexo corneal e batimentos cardiacos, de acordo com o preconizado pelas
normativas vigentes (CONCEA, 2013b; CONCEA, 2013c), e suas carcagas, destinadas

conforme parégrafo anterior.

3.3.5. Protocolo de superovulagao

As fémeas foram induzidas a superovulacdo mediante aplicacdo via
intraperitoneal de 10 Ul (0,2 mL) de eCG (Folligon - Intervet, Brasil) e, apds 46h,
aplicacdo intraperitoneal de 10 Ul (0,2 mL) de hCG (Chorulon - Intervet, Brasil). Apds
a segunda aplicagéo, as fémeas foram colocadas com os machos na proporcao de uma a,
no maximo, trés fémeas por macho para que ocorresse a copula. No inicio da manha
seguinte ao acasalamento (dia 1 da prenhez), as fémeas foram separadas dos machos e
segregadas conforme a presenca (placa positiva) ou auséncia (placa negativa) de tampéo
vaginal. As fémeas placas positivas foram separadas para a coleta de embrifes na
manha do quarto dia da prenhez. Ja as fémeas placas negativas foram reutilizadas uma
vez mais no tratamento de superovulacdo apds o periodo 14 dias da constatacdo da

auséncia de tampdo vaginal.

3.4. Grupos experimentais

O experimento foi desenhado de maneira que as pressdes observadas estivessem
distribuidas ao longo da escala de pressdo compativel com a da capacidade técnica do

equipamento (até 41,4 MPa, equivalente a 6000 PSI), e considerando experimentos
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prévios ja realizados por nosso grupo. Desta forma, foram escolhidas trés faixas de
pressdo para 0s grupos experimentais (20,7 MPa; 27,6 MPa e 34,5MPa). A Tabela 1
mostra a conversao entre 0s principais sistemas métricos com as pressoes citadas neste
trabalho. O tempo de exposicao foi definido em 2 h, exceto para a pressao de 20,7MPa,

que possui 2 h e 4 h como tempo de exposicéo.

Tabela 1 - Principais sistemas métricos de pressao e suas interconversoes.

PSI MPa mca atm kgf/cm?
14,7 0,1 10,3 1,0 1,0
1450,4 10,0 1019,7 98,7 102,0
2277,1 15,7 1601,0 155,0 160,1
3000,0 20,7 2109,3 204,1 210,9
4000,0 27,6 2812,4 272,2 281,2
5000,0 34,5 3515,5 340,2 351,5
6000,0 41,4 4218,5 408,3 421,8
8702,3 60,0 6118,5 592,2 611,8
11603,0 80,0 8158,0 789,5 815,8
13053,4 90,0 9177,7 888,2 917,7

Legenda: PSI - Libra por polegada quadrada; MPa — Megapascal, mca — Metros
de coluna d’4gua; atm — Atmosfera; kgf/cm? — Quilograma-forca por
centimetro quadrado.

O sistema de nomenclatura dos grupos experimentais segue o modelo Px.Ty.z,

e,

que consiste na seguinte sistematica: a letra “P” representa “pressdo” e a letra “x” ¢ a
variavel pressédo (MPa); a letra “T” representa “tempo” e a variavel “y” é o tempo de
exposicao (h); a variavel “z” ¢ a indicag@o se os embrides do grupo experimental foram
criopreservados (C) ou cultivados in vitro imediatamente ap6s a exposicdo a HGP (F).
O sistema de nomenclatura dos grupos controle segue o modelo Cz, que consiste na
seguinte sistematica: a letra “C” representa “controle” e a variavel “z” é a indicacdo se
0s embrides controle foram submetidos ao processo de criopreservacdo (C) ou
cultivados in vitro imediatamente apos a coleta (F). A Tabela 2 apresenta 0s grupos
experimentais e 0s controles, bem como os procedimentos aos quais eles foram

submetidos.
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Tabela 2 - Grupos experimentais e controle com o0s respectivos tratamentos (pressdo e tempo),
crioprocedimentos e identificagdo

Pressao Tempo

Classificacao (MPa) h) Criopreservacao Identificacéo

20,7 2 Sim P20.T2.C

20,7 2 Né&o P20.T2.F

20,7 4 Sim P20.T4.C

20,7 4 Nao P20.T4.F

Grupos experimentais 27,6 2 Sim P27.T2.C

27,6 2 Né&o P27.T2.F

34,5 2 Sim P34.T2.C

34,5 2 Né&o P34.T2.F
Grupos controles NIA NIA Sim cc
N/A N/A Nao CF

Legenda: MPa — Megapascal; h — Horas; N/A — Nao se aplica.

3.5.  Coleta e identificacdo dos embrides

As fémeas doadoras foram eutanasiadas por deslocamento cervical na manha do
quarto dia de prenhez (90 h apds aplicacdo de hCG), em conformidade com a legislacao
vigente (CFMV, 2002; CONCEA, 2013b), e, submetidas a subsequente abertura da
cavidade abdominal. Esta técnica, comumente utilizada em roedores com menos de 200
g, consiste no rompimento da medula cervical e esta classificada como procedimento de
severidade sem recuperacdo (UFRGS, 2010). Apesar de possuir restricdes pelo
CONCEA (2013a), o emprego da técnica de deslocamento cervical foi necessario no
experimento pela necessidade de auséncia de influéncias externas sobre o metabolismo
embrionario, como por exemplo, acdo de farmacos anestésicos e contaminagédo
microbiologica. Isto se deve ao fato de certas drogas ou agentes contaminantes, uma vez
presentes na circulacdo do roedor, causarem danos aos blastocistos, comprometendo a
sua viabilidade (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002).

Apdbs a abertura da cavidade abdominal, os cornos uterinos junto com o0s
ovidutos foram retirados a partir de duas incisdes, uma na bursa ovérica, separando a
salpinge do ovario, e a outra na base do corno uterino. Os embrides no estadio de
blastocisto foram coletados atraves da perfusdo dos cornos uterinos com solucdo mPBS
(WHITTINGHAM, 1971) suplementada com 0,4% de BSA, sob estereomicroscopio
(aumento de 10X), com luz incidente. Os blastocistos de cada fémea foram segregados
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entre 0s grupos experimentais e controles, com o objetivo de diluir o efeito “fémea” nos

experimentos.

3.6. Classificacdo morfoldgica dos embrides

As estruturas embrionérias identificadas no lavado dos cornos uterinos de cada
doadora foram classificadas morfologicamente (aumento de 60X) e segregadas de forma
aleatéria entre 0s grupos experimentais e controles. Nos experimentos foram
selecionados somente embrides identificados como blastocistos e classificados com
morfologia de grau 1 (ROBERSTON; NELSON, 1999).

3.7.  Exposicao dos embrides a HGP

Os embrides dos grupos experimentais foram colocados em criotubos contendo
1 mL de mPBS com 0,4% de BSA. Apds, os criotubos sem tampa foram transferidos
para a cdmara de pressdo e submetidos a HGP a temperatura de 25 °C no periodo

especificado para cada grupo, conforme descrito na Tabela 2.

Ja os embrides do grupo controle imediatamente ap6s a coleta foram transferidos
e mantidos em incubadora a 37,5 °C em mPBS com 0,4% de BSA a atmosfera com
umidade saturada contendo e ar atmosférico com 5% de CO, pelo periodo em que 0s

blastocistos dos grupos experimentais estiveram submetidos ao tratamento.

3.8. Despressurizacao da camara

Findado o tempo de exposicdo a HGP, padronizou-se a despressurizacdo da

camara com a reducdo de 0,5 MPa/min com intervalos de 2 min a cada 5,0 MPa.

3.9. Incubacéo dos embribes para sua recuperacao

ApoOs a despressurizacdo padronizada, os criotubos contendo os embrides dos

grupos experimentais foram retirados da camara de pressdo e imediatamente colocados
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na incubadora pelo periodo de 2 h a 37,5°C em atmosfera com umidade saturada
contendo ar atmosférico com 5% CO, com a finalidade de reduzir a espuma formada no
meio durante a exposicdo a HGP e de permitir aos embrides uma resposta fisioldgica ao
estresse subletal. A reducdo da espuma permite uma maior eficiéncia na localizagdo dos
blastocistos quando transferidos para uma placa de petri. O contetdo dos criotubos foi
transferido para uma placa de petri (@ 35 mm) com auxilio de micropipeta de 1000 pL.
Cada criotubo foi lavado por trés vezes com solucdo de mPBS com 0,4% de BSA para

facilitar a recuperacao e a identificacdo dos embrides.

A procura dos embrides foi feita em esteromicroscopio sob luz transmitida. Os
embrides recuperados foram agrupados e entdo submetidos ao procedimento de
criopreservacdo ou cultivo in vitro, dependendo do qual grupo experimental a que

pertenciam.

3.10. Criopreservagéo dos blastocistos

Os embriBes destinados a criopreservacao foram expostos por, no minimo, 5 min
e, no maximo, 20 min, a solucdo crioprotetora de mPBS+BSA suplementada com 10%

de etilenoglicol e envasados em grupos de até 7 embrides em palhetas de 0,25 mL.

As palhetas foram entdo congeladas pelo método de curva de resfriamento de
quasi-equilibrium (MAZUR, 1990), com o abaixamento gradual de temperatura a
velocidade de 2,2°C por min até a temperatura de -6°C, quando entdo foi realizada a
inducdo da cristalizacdo. Apds, a curva seguiu a reducao de 0,3°C por min até atingir a
temperatura de -35°C, momento na qual as palhetas, apds estabilizacdo pelo periodo de
5 min, foram transferidas para o nitrogénio liquido e ficaram armazenadas até o
momento do descongelamento. O procedimento de criopreservacdo foi realizado com

auxilio do equipamento de congelamento automatico TK 2000 (Tetakon, Brasil).

3.11. Descongelamento dos blastocistos criopreservados e cultivo in vitro

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 21°C por 20 s e o conteudo,
diluido em 3 mL de solu¢do de mPBS com 0,4% de BSA suplementada com 0,25 M de
sacarose. Apds 3 min de exposicdo a esta solucéo, os embrides foram lavados em mPBS
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com 0,4% de BSA e ap6s, em meio de cultura mKSOM (LAWITTS; BIGGERS, 1993)
suplementado com 0,4% de BSA, sendo entdo cultivados in vitro em mKSOM com
0,4% de BSA em gotas sob 6leo mineral incubadora pelo periodo de 72 h a 37,5°C em
atmosfera com umidade saturada contendo 5% O,, 5% CO, e 90% N, quando entdo

foram observadas as taxas de eclosdo dos embrides dos grupos controle e experimentais.
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4 RESULTADOS

4.1. Superovulagéo das camundongas

Conforme exposto na Tabela 3, 308 (72,1%) das 427 fémeas superovuladas
apresentaram tampdo vaginal no dia seguinte a aplicacdo de hCG, indicando cépula.
Destas, obteve-se estruturas de 210 fémeas (49,2%), recuperando-se um total de 5.290
estruturas embrionérias. Das 187 fémeas (43,8%) que apresentaram 5.053 estruturas
viaveis, foram recuperados 1.008 morulas e 3.070 blastocistos.

Com relagdo ao calculo de eficiéncia da producdo de embrides atraves do
protocolo de superovulacdo, obteve-se a média de 7,2 + 11,5 blastocistos para cada
fémea utilizada. A média de blastocistos por fémea que apresentou pelo menos uma

estrutura (independentemente de ser viavel ou ndo) foi de 16,4 + 12,7 blastocistos.

Tabela 3 — Resultado da superovulacdo de fémeas de Mus musculus
domesticus utilizadas no experimento

n %
Total 427 100,0
Placa vaginal positiva 308 72,1
Com estruturas 210 49,2
Com estruturas viaveis 187 43,8

4.2. Efeito da HGP sobre a viabilidade de embrides frescos cultivados in
vitro por 72 h

Com a finalidade de verificar qual o efeito somente do uso da pressdo, 0s
embrides foram inicialmente expostos a HGP e imediatamente ap6s, cultivados in vitro.
Uma vez que 0s grupos experimentais ndo foram realizados simultaneamente, por
limitacOes técnicas do equipamento, somente foram analisados estatisticamente pelo
teste do Chi-Quadrado (a = 0,05) o grupo experimental com seu respectivo controle. Os
dados apresentados na Figura 2 mostram que ndo ha diferenca entre os embrides

cultivados in vitro logo apos a exposicdo a HGP e os respectivos controles cultivados in
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vitro imediatamente apds a coleta, indicando que a pressdo nao causa efeito negativo na

capacidade do embrido de levar adiante seu desenvolvimento.

Figura 2 — Taxas de ecloséo de blastocistos murinos submetidos a HGP e cultivados in vitro
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CF P20.T2.F CF P20.T4.F CF P34.T2.F

Legenda: CF — Controle fresco; P20.T2.F — EmbriGes cultivados ap6s exposicao a 20,7 MPa durante

2 horas; P20.T4.F — Embrides cultivados ap6s exposi¢do a 20,7 MPa durante 4 horas;
P34.T2.C — Embrides cultivados ap6s exposi¢cdo a 34,5 MPa durante 2 horas. Letras
diferentes nas colunas de cada grupo experimental sdo estatisticamente diferentes
(P < 0,05). Replicacoes: 3.

4.3. Efeito da HGP sobre a viabilidade de embribes criopreservados apds

descongelamento e cultivo in vitro por 72 h.

Os blastocistos dos grupos experimentais P20.T2.C, P20CT4.C e P27.T2.C ndo

apresentaram diferenca na taxa de viabilidade in vitro quando comparados com seus

respectivos controles, entretanto, os blastocistos do grupo P34.T2.C revelaram maior

taxa de eclosdo quando comparado ao seu respectivo controle (P < 0,05). Os resultados

estdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3 — Taxas de eclosdo de blastocistos murinos submetidos a HGP, criopreservados,
descongelados e cultivados in vitro por 72 h.
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Legenda: CF — Controle fresco; CC — Controle criopreservado; P20.T2.C — Embries descongelados
apos exposicao a 20,7 MPa durante 2 horas e posterior criopreservacdo; P20.T4.C — Embrides
descongelados apds exposi¢do & 20,7 MPa durante 4 horas e posterior criopreservagéo;
P27.T2.C — EmbriGes descongelados apos exposicdo a 27,6 MPa durante 2 horas e posterior
criopreservacao; P34.T2.C — Embrides descongelados ap6s exposicdo a 34,5 MPa durante 2
horas e posterior criopreservacdo. Letras diferentes nas colunas de cada grupo experimental séo
estatisticamente diferentes (P < 0,05). Replicacdes: 4.
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5 DISCUSSAO

O experimento realizado testou o emprego da HGP com o objetivo de
determinar a sobrevivéncia in vitro de embrides murinos frescos e criopreservados apos
a exposicdo ao estresse subletal. O diferencial da cAmara de pressdo € que seu emprego
é simples, baseado em principios de transferéncia de forcas entre objetos, adaptando-se
de forma facil a qualquer realidade de utilizagdo com criopreservacao. Entretanto, por
envolver gases com alta pressdo, € imprescindivel a verificagdo das normas de

seguranca no seu emprego, pois os riscos de acidentes sdo inerentes a sua utilizagéo.

Nos ultimos anos, diferentes experimentos demonstraram a eficiéncia da
utilizacdo da HHP para induzir estresse subletal em células embrionarias de maneira a
modificar as taxas de sobrevivéncia ap6s 0s procedimentos de criopreservagdo
(PRIBENSZKY et al., 2010). Para controlar a intensidade do estresse, de forma que
ocorra de maneira esperada, muitos sdo os fatores envolvidos que devem ser levados em
consideracdo, como por exemplo: a magnitude da pressdo, o tempo de exposicdo, a
temperatura durante a exposi¢do, a espécie e o estadio de desenvolvimento embrionério
(Bock et al., 2010).

A primeira etapa do projeto incluiu a obtencéo de camundongos para a produgéo
de embrides por superovulacdo. O biotério central da Fundacdo Estadual de Producéo e
Pesquisa em Saude do Rio Grande do Sul (FEPPS/RS), com a limitacdo de espaco e
orcamento para manter simultaneamente varias cepas de cobaias, descontinuou a
linhagem Mus musculus domesticus CF1 suico albina, visando dar espaco para a
producdo de cepas livres de patdgenos especificos (SPF). Diante da auséncia de
fornecedores na regido metropolitana de Porto Alegre, as op¢des mais proximas foram
Santa Maria e Pelotas. Por questbes de disponibilidade de fornecimento dentro do
cronograma previsto, foram adquiridos 170 animais (150 fémeas e 20 machos) do
biotério da Universidade Federal de Pelotas. Ap0s o periodo de quarentena e
ambientacdo, iniciaram-se as rotinas de superovulagdo. Os resultados foram
completamente opostos ao esperado, considerando o historico de obtencdo de embrides
no laboratorio. O percentual de fémeas cobertas (placas positivas) foi menor do que o
habitual (55% vs. 70-80%) e nas coletas ndo foram identificadas estruturas
embrionérias. Durante a coleta, observou-se em diferentes fémeas ovarios com sinais de

hemorragia e processos inflamatorios.
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Diante da situag&o, procurou-se identificar as possiveis causas para a ineficiéncia
do protocolo: foram revisadas as condi¢Bes do biotério, adquiridos novos hormdnios e
revistos os protocolos. Os resultados continuaram negativos. Entdo se optou por
observar a fertilidade de machos e fémeas em condi¢bes fisiologicas. Uma vez que
camundongos fémeas possuem ciclo estral com duragdo entre 4 e 5 dias (NEVES;
MANCINI-FILHO; MENEZES, 2013), foram colocadas fémeas junto aos machos pelo
periodo de 4 dias, sendo observada a presenca de tampao vaginal no inicio de todas as
manhds. Embora a media de placas positivas continuasse em 60%, as fémeas
apresentaram em media 15 estruturas vidveis ao quarto dia de prenhez. Algumas
prenhezes foram examinadas aos 15 dias, sendo as fémeas eutanasiadas para a
verificacdo da presenca de fetos. Em média, foram identificados seis fetos por corno
uterino, chegando-se a conclusdo que os animais (tanto as fémeas quanto os machos)
tinham capacidade reprodutiva, entretanto as fémeas néo respondiam adequadamente ao
protocolo de superovulacdo. Uma possivel explicacdo para o fato poderia ser eventuais
cruzamentos endogamicos das matrizes, acarretando em colénias com um perfil

genético ndo responsivo aos hormonios utilizados no protocolo de superovulacao.

Apds seis meses com o insucesso na utilizacdo de praticamente todos os animais
do lote adquirido inicialmente, foi necessario reiniciar a busca por novos fornecedores,
na tentativa de reestabelecer o protocolo de obtencdo de embrifes. Nesta mesma época,
0 CREAL da UFRGS, que até entdo apenas produzia ratos albinos (Rattus norvegicus
albinus) da cepa Wistar, anunciou o inicio do fornecimento de camundongos CF1 suico
albinos. Assim sendo, adquiriram-se 20 machos que foram mantidos durante o periodo
dos experimentos. As fémeas foram adquiridas em nimero de 20 fémeas por semana.
Os resultados obtidos na producdo de embrides estdo abaixo do esperado, com valores
préximos aos padrdes fisioldgicos da espécie, entretanto, considerando que a linhagem é
nova na Instituicdo e que ndo havia dados de eficiéncia na obtencdo de embriGes com a
mesma, houve avango significativo, pois, foi possivel iniciar os experimentos com o

ndmero de blastocistos obtidos.

Outra situacdo que demandou estudos foi a capacidade maxima de pressao de
cilindros convencionais em 3307 PSI (22 MPa). Para contornar o problema, foi
adquirido um cilindro especial de argbnio gasoso de alta pressdo com capacidade para
6000 PSI (41,37 MPa). Apos estudos de garantia de seguranca na utilizacdo da cdmara

sob estas condicdes, realizados por profissionais credenciados para tal fungéo, iniciamos
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as rotinas dos primeiros grupos experimentais. Em funcdo da modificacdo do
mandmetro da camara, a visualizacdo da pressdo exercida foi feita de maneira mais
precisa utilizando a escala em PSI, de forma que os dois primeiros grupos experimentais
(P20.T2 e P20.T4) tiveram a pressdo estabelecida em 3000 PSI - equivalente a 20,7
MPa - ligeiramente maior em relagdo aos 15,7 MPa utilizados no trabalho de Collares
(2014), entretanto, conservando 0os mesmos tempos de exposi¢do. Os demais grupos

(P27.T2 e P34.T2) tiveram 0 objetivo de aumentar a intensidade do estresse subletal.

Na primeira etapa experimental com HGP, quantificou-se o efeito exercido
somente pela pressao na viabilidade in vitro através da comparacao das taxas de eclosdo
dos blastocistos. Conforme exposto na Figura 2, ndo houve diferenca estatistica nas
taxas de sobrevivéncia embrionaria in vitro entre 0s grupos experimentais quando
comparados com seu respectivo controle, indicando que a HGP n&o exerce influéncia
negativa na capacidade do blastocisto de levar adiante seu desenvolvimento
embrionario. Anteriormente, Collares (2014) ja havia realizado esta observacédo
empregando embrides murinos no estadio de 8-células. Embora os blastocistos tenham
sido submetidos a uma pressédo equivalente a 3500 metros de profundidade do oceano
(grupo P34.T2), ndo foram observadas alteracdes morfoldgicas, revelando a capacidade
dos blastocistos em preservar a viabilidade apos a exposicdo a HGP. Esta resisténcia ja
havia sido descrita por Pribenszky et al. (2005a) empregando HHP. Os pesquisadores
relataram que exposicdes de blastocistos murinos a intensidades de HHP (90 MPa por 1
s ou 30 MPa por 120 min) ndo causaram alteracGes morfologicas e as taxas de eclosdo
dos embriGes tratados foram iguais aos controles, resultado similar ao obtido nos nossos
experimentos. Bock et al. (2010) e Siqueira Filho et al. (2011) também chegaram a
mesma conclusdo em seus experimentos, empregando HHP de 60 MPa por 60 min em
blastocistos murinos e blastocistos bovinos produzidos in vitro, comprovando que a
exposicao a alta pressao em uma intensidade considerada leve ndo causa efeito negativo

na viabilidade embrionéria in vitro e ndo altera a morfologia dos embrides.

Apds a verificacdo da auséncia de efeito das HGP sobre a capacidade de
desenvolvimento embrionario in vitro dos blastocistos murinos, iniciou-se a etapa de
exposicdo a HGP, posterior criopreservacdo, descongelamento e cultivo in vitro. Ao
examinarmos na Figura 3 o grupo P20.T4.C, percebe-se que, embora ndo tenha
apresentado diferenca significativa em relacdo ao controle congelado, h4 uma reducéo

na taxa de eclosdo. Este comportamento pode significar, ap6s maiores estudos, que 0
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tempo de 4 horas de exposi¢do dos blastocistos a HGP ultrapassa o limiar de estresse
subletal que o embrido pode suportar sem que haja danos celulares, que diminuam a

viabilidade embrionaria, a exemplo do que foi relatado por FULDA et al. (2010).

Os grupos experimentais P20.T2.C e P27.T2.C ndo revelaram aumentar a taxa
de sobrevivéncia dos blastocistos em relacdo aos respectivos controles congelados. Por
outro lado, a taxa de sobrevivéncia dos blastocistos do grupo P34.T2.C foi superior a
observada nos blastocistos do grupo controle (70,2% vs. 58,6%, P < 0,05). Estes dados
sdo consoantes com 0s descritos por Pribenszky et al. (2005a). Entretanto, os dados do
autor mostram que blastocistos criopreservados tratados com HHP tiveram taxas de
eclosdo semelhante aos controles frescos, porém, os controles vitrificados ndo expostos
a HHP ndo eclodiram. A exemplo do que foi relatado por PRIBENSZKY et al. (2010),
0 resultado deste grupo experimental (P34.T2.C) demonstra que 0s embrides
submetidos a um prévio estresse, de uma intensidade e periodo de tempo controlados, a
fim de se atingir limites superiores dentro da zona de estresse subletal, apresentaram
uma resposta adaptativa ao processo subsequente de criopreservacdo, constatada através

do aumento da viabilidade embrionéria in vitro.

As andlises de expressao génica das amostras, coletadas durante a realizagdo dos
experimentos, que visam a deteccdo de variacBes nos niveis de expressdo de genes de
resposta ao estresse subletal ndo foram executadas pois o tempo transcorrido entre o
inicio do Curso e a aprovacao do projeto junto ao CEUA/UFRGS, a ineficiéncia do
primeiro lote de camundongos e o estabelecimento do Laboratério de Biologia
Molecular da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (PUCRS), onde as

amostras serdo processadas, levaram a atrasos no cronograma original.

Entre os possiveis mecanismos celulares e moleculares envolvidos no processo
de resposta ao estresse subletal, estdo a ativacdo das chaperonas moleculares HSP
resultando na protecdo das proteinas essenciais as células e inibicdo de processos
apoptoticos (STINSHOFF et al., 2009), e das CSP, que evitam que as células reduzam
suas taxas de desenvolvimento quando sob efeito de um agente estressor (MASUDA et
al.,, 2012). Outros mecanismos importantes a citar sdo a permeabilidade de
crioprotetores pelas aquaporinas (CAMARGO et al., 2011), a protecdo contra radicais
reativos de oxigénio pelas enzimas antioxidantes (KIMURA et al. 2010), a inibicdo de
fatores pro-apoptoticos (CZABOTAR et al., 2014), o aumento da disponibilidade
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energeética através de maior aporte intracelular de glicose (VELKER et al., 2012) e a
ativacdo de proteinas e fatores de proliferacéo de ciclo celular (GREEN; DAY, 2013).

Jiang et al. (2016) demonstraram em um estudo com o perfil de expressédo
génica com diferentes tratamentos de HHP (40 MPa, 60 MPa e 80 MPa, todos por 60
min), que 340 transcritos génicos de um total de 399 sdo tém sua expressdo alterada em
funcdo do estresse subletal pela HHP. Embora algumas destas alteracfes no padréo de
expressdo sejam comuns entre os trés tratamentos (26 transcritos), a intensidade do
estresse esta relacionada com o padréo de expressdo de determinados genes (136 genes
em 40 MPa, 21 genes em 60 MPa, 39 genes em 80 MPa, 66 genes comuns em 40 MPa e
60 MPa, 15 genes comuns em 60 MPa e 80 MPa, e 37 genes comuns em 40 MPa e 80
MPa). O estudo ainda revelou que héa diferencas nesta expressdo em funcéo do tempo de
recuperacdo apos o estresse subletal, sendo somente 9 genes comuns entre 0 h, Lhe 2 h.

Estudos com o objetivo de quantificar a alteracdo da expressdao dos genes
envolvidos como 0s processos acima citados, responsaveis pelo controle de funcdes
celulares, ainda necessitam ser conduzidos para elucidar quais 0s mecanismos que 0S
embribes pré-implantagdo utilizam como estratégia de defesa diante do estresse subletal
causado por HGP.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho revelou que a pressdo de 20,7 MPa, por 2 h e 4 h, e a pressdo
de 34,5 MPa por 2h ndo alteram a morfologia e a taxa de eclosdo de blastocistos

murinos expostos ao estresse subletal por HGP e subsequente cultivo in vitro.

As HGP de 20,7 MPa por 2 h e 4 h e de 27,6 MPa por 2 h ndo modificaram a
capacidade de reacdo dos blastocistos murinos a criopreservacao, enquanto que a
exposicao destes embrides a HGP de 34,5 MPa por 2 h alterou a taxa de sobrevivéncia
in vitro, mensurada através da taxa de eclosdo, proporcionando maior resisténcia a

criopreservacao dos blastocistos murinos.
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7 PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos com o grupo P34.T2.C, espera-se elevar a
pressdo a 6000 PSI (41,4 MPa), limite operacional deste sistema com cilindro especial,
de forma a aumentar o estresse, ainda dentro da zona considerada subletal e,
consequentemente, atingir niveis de sobrevivéncia proximos aos controles ndo
submetidos @ HGP. Com a anélise da expressdo génica, espera-se também compreender
e esclarecer quais 0s mecanismos que os embrides utilizam para protegerem-se do
estresse subletal e que no estresse subsequente os permitem terem melhores taxas de
sobrevivéncia in vitro. Pretende-se realizar transferéncias destes embriGes para fémeas

receptoras de modo a avaliar a viabilidade e sobrevivéncia embrionéria in vivo.

O Brasil é o maior produtor de embrides bovinos produzidos in vitro,
respondendo por cerca de 70% do total, com 366.517 embrides produzidos em 2013
(IETS, 2014), sendo a pecudria responsavel pela movimentagédo 6,9% do PIB brasileiro,
em torno de 332 bilhdes de reais. A maior parte destes embrides ndo é transferido a
fresco em funcdo de ndo haver um numero suficiente de receptoras e, lamentavelmente,
a criopreservacdo ainda ndo é uma solucdo economicamente viavel em fungdo da
reduzida taxa de sobrevivéncia in vivo ap6s descongelamento para os embrides ndo

utilizados.

Embrides produzidos in vitro sdo menos resistentes a criopreservacdo do que 0s
produzidos in vivo, o que tem sido associado as diferencas nas caracteristicas fisicas e
morfoldgicas desses embrides (DODE; LEME; SPRICIGIO, 2013). Segundo 0s autores,
essas diferencas devem-se a maior quantidade de vactolos, reduzida expressdo de
comunicagdes intercelulares, compactacdo menos pronunciada, massa celular interna
geralmente menor com e menos células, e menor quantidade de células totais. Além
disso, estes embrides possuem um grande acumulo intracelular de lipideos e um
decréscimo na densidade de mitocondrias maduras quando comparados com embrides
in vivo (FARIN; FARIN; PIEDRAHITA, 2004). Outro aspecto diferencial esta
relacionado ao aspecto molecular, uma vez que embrides produzidos in vitro diferem na

expressao de genes importantes para o desenvolvimento (MUNDIM et al., 2009).

Desta forma, o emprego da HGP como indutor de estresse subletal embrionario
pode vir a ser uma alternativa para a utilizacdo econdmica da criopreservacao de

embrides bovinos produzidos in vitro.
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ANEXO A - FORMULACAO MEIO mKSOM

Tabela 4. Formulagdo do meio mKSOM (50 mL).

Componentes Massa (mg) PM mM
NaCl 277,5 58,46 95,00
KCI 9,3 74,56 2,50
CaCl, 2H,0 12,5 147,02 1,71
NaHCO3 105,0 84,02 25,00
Piruvato de Sodio 1,1 110,00 0,20
Lactato de Sodio 56,0 112,10 10,00
Glicose 1,8 180,02 0,20
EDTA 0,2 292,20 0,01
Glutamina 7,3 146,10 1,00
Vermelho fenol 0,5 - 0,01 (g/L)
Penicilina
Estreptomicina (Agrovet) 7,8 - -
KH,PO, 2,3 136,09 0,35
MgSO, 7H,0 2,4 246,48 0,20
BME amino acid solution 50x 1mL - -
MEM non-essential amino acid solution 100x 0,5mL - -
H,O ultrapura g.s.p. 50 mL - -

Fonte: LAWITTS; BIGGERS, 1993.

Legenda: mg - miligrama; PM - Peso molecular; mM - Milimol, g.s.p = quantidade suficiente
para.

Obs. Na hora do uso, filtrar para um frasco contende 0,4% de BSA.



ANEXO B - FORMULACAO DO MEIO mPBS

Tabela 5. Formulagdo do meio mPBS (50 mL).

50

Componentes Massa (mg)
NaCl 400,00
KCI 10,00
CaCl, 2H,0 6,60
MgCl, 6H,0 5,00
Benzilpenicilina procainica 4,21
Benzilpenicilina potassica 1,40
Estreptomicina base (sulfato) 1,94
Glicose 54,95
Piruvato de Sodio 1,80
Na;HPO,4 H,0 62,65
NaH,PO,4 H,O 8,65
KH,PO, 7,80
H.O ultrapura g.s.p. 50 mL

PM
58,46
74,56

147,02
84,02

180,0
110,0
160,0
138,0
136,0

mM
136,85
2,68
0,90
1,19

6,10
0,33
7,83
1,25
1,15

Fonte: WHITTINGHAM, 1971.

Legenda: mg - miligrama; PM - Peso molecular; mM - Milimol, g.s.p = quantidade suficiente

para.

Obs. Na hora do uso, filtrar para um frasco contende 0,4% de BSA.
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