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Resumo

MADEIRA, Elisangela Mirapalheta. Uso de etilenoglicol monometiléter como
crioprotetor na vitrificacdo de embrides bovinos produzidos in vitro. 2015. 56f.
Tese (Doutorado em Ciéncias) - Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

Os protocolos de vitrificagdo para producéo in vitro de embrides (PIV) bovinos ainda
séo limitados. Portanto o objetivo desta tese foi identificar um novo protocolo para
vitrificacdo de embrides bovinos PIV. No primeiro estudo (E1), foram determinadas
as caracteristicas de toxicidade do etilenoglicolmonometiléter (EGMME) na solucdo
de vitrificacdo, com uma pré-exposicdo dos embrides em solu¢cdes contendo
EGMME. No primeiro experimento do E1, as taxas de eclosdo observadas para
embribes expostos a solucdes contendo EGMME em concentracdes de 5, 10 e 15%
durante 5 min a 39°C (30,5, 33,9 e 26,3%, respectivamente) foram semelhantes
(P>0,05) a taxa observada para embrides ndo expostos ao EGMME (46,9%). No
segundo experimento do E1, as taxas de eclosdo de embribes ndo expostos a
crioprotetores (33,4%) ou expostos ao EGMME a 10 ou 15% (32,9 e 25,1%,
respectivamente) foram superiores (P<0,05) a observada para embrides expostos ao
etilenoglicol (EG) a 20%,um crioprotetor comumente usado (17.0%). A expressao
dos genes Bcl-2 (inibidor de apoptose), Bax (promotor de apoptose) e CCND2
(marcador de proliferacéo celular) ndo diferiu entre os grupos (P>0,05). No segundo
estudo (E2), o EGMME foi testado em protocolos de vitrificagcdo, em associagdo com
o dimetilsulfoxido (DMSO), com avaliacdo das taxas de eclosdo, da expressao
génica e da implantacdo dos embrides PIV em fémeas bovinas previamente
sincronizadas. No primeiro experimento do E2, embrides ndo expostos ao EGMME
(controle) foram comparados com cinco tratamentos com exposicdo a solucdes
contendo: EG a 20% e DMSO a 20%; EGMME a 20% e DMSO a 15%; EGMME a
15% e DMSO a 15%; EGMME a 15% e DMSO a 20%; e EGMME a 10% DMSO a
20%. As taxas de eclosdo néao diferiram entre os tratamentos (P>0,05). No segundo
experimento do E2, a taxa de eclosdo de embrides nao vitrificados (63.8%) foi
superior (P<0,05) as taxas observadas para embrides vitrificados em solucdes
contendo EG a 20% e DMSO a 20% (T2) e EGMME a 20% e DMSO 20% (T3)
(37.6% e 22.0% respectivamente). As taxas observadas em T2 e T3 foram similares
(P>0,05), porém maiores que a taxa de 10.3%observada em T4 (EGMME a 15% e
DMSO a 20%). A expressdo dos genes BAX (promotor de apoptose) e CCND2
(marcador de proliferacdo celular) foram semelhantes para todos o0s grupos
(P>0,05), mas a expresséao do gene Bcl-2 (inibidor de apoptose) foi inferior no T4
(P<0,05), em comparacdo com o0s demais tratamentos. Trinta dias apdés a
implantagdo dos embrides PIV em T2 e T3, as taxas de prenhez foram de 26,6%
para ambos os grupos. Ndo foram implantados embrides PIV no T4. Esta tese



Concluiu se que o EGMME pode ser usado como crioprotetor em protocolos de
vitrificacdo de embrides bovinos PIV, pois ndo apresentou toxicidade nas
concentracfes avaliadas.

Palavras chaves: crioprotetores; etilenoglicol monometiléter; vitrificacdo; embrides
bovinos



Abstract

Madeira, ElisangelaMirapalheta.Use of ethylene glycol monomethyl ether as
cryoprotectant in vitrification of bovine embryos produced in vitro. 2015. 56f.
Theses (Doctor degree in Sciences) - Programa de Pds Graduacao em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

Vitrification protocols for in vitroproduction (IVP) of bovine embryos are limited. The
objective of this thesis was to identify a novel protocols for vitrification of IVP bovine
embryos. In the first study (S1), the toxicity characteristics of the Ethylene glycol
monomethyl ether (EGMME) were determined after pre-exposure of embryos to
solutions containing that cryoprotectant. In the first experiment of S1, hatching rates
for embryos exposed to solutions including 5%, 10%and 15% EGMME for 5 min at
39 °C (30.5%, 33.9% and 26.3% respectively) were similar (P<0.05) to those for
unexposed embryos (46.9%). In the second experiment of S1, hatching rates for
unexposed embryos (33.4%) and for embryos exposed to 10% EGMME (32.9%)and
15% EGMME (25.1%) were greater (P <0.05) than the rate for embryos exposed to
20% ethylene glycol (EG), a commonly used cryoprotectant (17.0%).The expression
of the Bcl-2 (inhibitor of apoptosis), Bax (apoptosis promoter) and CCND2 (cell
proliferation marker) genes did not differ amongthe groups (P> 0.05). In the second
study (S2), EGMME was tested in vitrificationprotocolos, associated with Dimethyl
sulfoxide (DMSO), with evaluation of hatching rates, gene expression and
implantation vitrified of embryos in previously synchronized cows. In the first
experiment of S2, embryos unexposed to EGMME were compared against five
treatments with exposure to solutions containing: 20%EG and 20%DMSO; 20%
EGMME and 15%DMSO; 15% EGMME and 15% DMSO; 15% EGMME and 20%
DMSO; and 10%EGMME and 20% DMSO. Hatching rates were similar across all
those treatments (P>0.05). In the second experiment of S2, the hatching rate of non-
vitrified embryos (63.8%) was greater (P<0.05) than the rates observed for vitrified
embryos conditioned in solutions containing 20% EG and 20% DMSO (T2)and 20%
EGMME and 20% DMSO (T3) (37.6% and 22.0%, respectively). The rates of T2 and
T3 were similar (P>0.05), but were greater than the 10.3% rate observed for T4 (15%
EGMME and 20% DMSO). The expression of the BAX (apoptosis promoter) and
CCND2 (cell proliferation marker) genes were similar across treatments (P>0.05). but
the Bcl-2 gene (inhibitor of apoptosis) had lower expression in T4 than in the other
treatments (P<0.05). Thirty days after implantation of embryos from T2 and T3,
pregnancy rates of previously synchronized cows were equal to 26.6% for both
groups (no embryos from T4 were used). This thesis concluded thatEGMME can be
used as cryoprotectant in vitrificationprotocolos for IVP of cattle embryos because no
toxicity was observed at the tested concentrations.

Keywords: cryoprotectants; ethylene glycol monomethylether;vitrification, cattle
embryos
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1 Introducéo

O desenvolvimento de estruturas privadas para prestacdo de servicos em
reproducdo assistida na bovinocultura contribuiu para o Brasil se tornar o lider na
producédo in vitro (PIV) de embrides bovinos, em nivel internacional (Viana et al.,
2012). Porém, uma parcela relevante de embrides PIV é desperdicada pelas
dificuldades no seu armazenamento, em especial devido a intolerdncia destes
embrides ao resfriamento até temperaturas que correspondem a faixa termotrépica
de transicdo dos lipidios, que é a fase na qual ocorre a maior fragilizacdo e
desestabilizacdo das membranas celulares (Liu et al., 2012).

Em funcdo disso, pesquisas vém sendo direcionadas para identificar
protocolos de criopreservacédo, através do processo de vitrificagdo. A vitrificacdo
permite o resfriamento rapido dos embrides, que passam do estado liquido para
estado vitreo (gel amorfo), sem a formacéo de cristais de gelo intra e extracelular
(Kasai et al.,1996). Este fen6meno pode ser considerado como um aumento extremo
da viscosidade combinado a uma rapida taxa de resfriamento, baseado na
desidratacdo do embrido, através de uma breve exposicdo a solucbes com altas
concentracbes de crioprotetores, seguida de imersdo direta em nitrogénio liquido
(Vajta, 2000). A eficiéncia destes protocolos est4d diretamente associada
caracteristicas termodindmicas do crioprotetor usado na composicao da solucédo de
vitrificacdo. Os crioprotetores mais usados em protocolos de vitrificacdo seguem a
seguinte ordem de utilizacdo preferencial: propilenoglicol > dimetilsulfoxido >
dimetilformamida > etilenoglicol > glicerol (Baudot et al., 2000).

No entanto, em comparagdo com o0 congelamento lento, a vitrificagcdo pode
causar danos a viabilidade embrionaria pés-descongelamento. Estes danos podem
ser causados a partir da simples exposicdo do embrido ao crioprotetor (Rajaei et al.,
2005), muitas vezes comprometendo a integridades do seu DNA (Kader et al.,
2009). Diferentes crioprotetores causam graus diferentes de dano ao DNA dos
embrides: o propanediolseria mais lesivo para o DNA do que o glicerol (Kader et al.,
2009);e oetilenoglicol (EG) associado ao DMSO produziria menos danos, quando

comparado ao congelamento lento com glicerol (Li et al., 2012). Estes dados
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enfatizam que a escolha do crioprotetor para protocolos de vitrificagdo deve
considerar ndo so as taxas de sobrevivéncia embrionaria, mas também a integridade
de DNA dos embrides apés o descongelamento. Entretanto, poucos estudos
compararam o grau de dano proporcionado pelo contato com o crioprotetor, em
comparac¢ao com os danos provocados pelo processo de vitrificacao.

Ainda que o etilenoglicol monometiléter (EGMME) ja tenha se mostrado
eficiente no congelamento de embrifes, na concentracdo de 5% (Takagi et al.,
1993), ainda nao existem dados conclusivos a respeito da sua potencial eficiéncia na
composicao de solucdes para uso em protocolos de vitrificacdo.A determinagao da
concentracdo adequada de EGMME para compor uma solucao de vitrificagcado para
embrides bovinos PIV deve assegurar que ndo ocorra comprometimento da
capacidade de desenvolvimento destes embribes, os quais devem manter a
integridade do seu DNA e sua capacidade de expressao de genes associados a
viabilidade embrionéria.

Para avaliar a adaptacdo dos embrides as diferentes condicbes de cultivo, é
necessario quantificara expressdo de genes relacionados ao metabolismo, ao
estresse e a morte celular, pelos embrides submetidos aos processos de vitrificacéo
e reaquecimento. Em geral, estes embrides apresentam maior expressao de genes
relacionados a apoptose, tais como: FAS ligand; caspase3; e heatshock protein 70
(Park et al., 2006). Por outro lado, estes embrides apresentariam menor expressao
de mRNA dos genes HSPA1A, SLC2A1 e TJP1, envolvidos no reparo de proteinas
danificadas durante a criopreservacdo, no metabolismo da glicose e na
diferenciacao dos blastdmeros, respectivamente (Stinshoff et al., 2011).

Com base nestas informacfes, o presente estudo esta baseado na hipotese de
que o uso do EGMME como crioprotetor em solucfes usadas na vitrificacao

permitird crioprotecdo mais eficiente para embrides bovinos PIV.

Portanto o objetivo principal deste trabalho foi determinar a capacidade
crioprotetora da solucéo de vitrificacdo composta por EGMME e DMSO. E ainda os

objetivos especificos sao:

e Determinar os niveis de toxicidade do EGMME como componente da
solucéo crioprotetora;
e Determinar a taxa de sobrevivémcia dos embrides criopreservados em

solugéo de vitrificagdo composta pelo EGMME e DMSO;
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e Determinar 0s niveis de expressdao dos genes relacionados a

sobrevivéncia dos embrides bovinos PIV vitrificados



2 Revisado da Literatura

7

Um dos principios mais importantes da criopreservacdo € a remocao do
méaximo possivel de dgua das células, ainda que a remocdo demasiada de agua das
células também pode ser deletéria (Vajta, 2006). A agua é o principal solvente
biologico responsavel pelo transporte de nutrientes e substancias quimicas,
apresentando ponto de congelamento a 0°C. Se a desidratacdo da célula a ser
congelada ndo ocorrer, cristais de gelo serdo formados, os quais poderao lesar
severamente as estruturas celulares (Vajta, 2006). Ainda, ions ou outras substancias
em dissolucdo também serdo congelados, dependendo da sua concentracéo (Fahy,
1986). A formacao dos cristais de gelo € diretamente proporcional ao volume e
inversamente proporcional a viscosidade da solucdo e a taxa de resfriamento
(Liebermann et al., 2002).

Normalmente, os embrifes sd0 expostos a crioprotetores permedaveis, por
isso encolhem, ou retraem, perdendo agua até atingirem um ponto de equilibrio.
Quando exposto a um crioprotetor de baixo peso molecular, permeavel a sua
membrana, um embrido geralmente se retrai, em funcdo da saida da agua do seu
interior (Baudot et al., 2000). Como a concentrac¢ao total de solutos dentro e fora da
célula deve estar sempre em equilibrio, o processo de desidratacdo celular também
provoca um aumento da pressao osmotica na célula, pois com a saida da 4gua da
célula, o meio extracelular se torna hiperosmotico e a concentracao interna de soluto
aumenta (Baudot et al., 2000).Como o embrido é mais permedvel a 4gua do que ao
crioprotetor, a retracao celular continua, até que o efluxo da agua seja equilibrado
com o influxo da solugéo crioprotetora (Fahy, 1986). Conforme os aditivos penetram
as membranas do embrido, este gradualmente re-expande porque ocorre entrada de
agua para manter o equilibrio osmético (Fahning; Garcia, 1992). Este cessa quando
a concentracdo de soluto torna-se grande o bastante para prevenir futuras
transformacdes de agua em gelo (Storey & Storey, 1990). Desta forma, para que

uma substancia seja um crioprotetor eficiente, deve atuar na elevacdo da
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osmolaridade intracelular, para controlar a desidratagdo, contribuindo para
estabilizar as membranas celulares (Meryman, 1974).

O resfriamento pode causar injuria celular pela exposi¢cdo prolongada numa
solucdo extremamente concentrada, causando o dano denominado “efeito da
solugdo”, e ainda pode causar injuria celular pela formacdo de gelo intracelular.
Embrides resfriados apropriadamente devem também ser aquecidos numa taxa
Otima, para evitar danos causados pelo choque osmoético ou recristalizacdo do gelo
durante o processo de aquecimento (Hochi et al., 2001).

O intervalo de tempo em que ocorre o retorno ao volume inicial atingindo o
equilibrio osmdético esta relacionado a espécie animal do embrido, estadgio de
desenvolvimento, relacdo superficie/volume do embrido, caracteristicas intrinsecas
do crioprotetor, temperatura em que o embrido € exposto. De acordo com Leibo
(1996), Rall (1987), esses aspectos relativos a permeabilidade de membrana
explicariam em parte, as diferencas observadas entre 0s Vvarios crioprotetores,

guanto a eficiéncia.

2.1 Danos causados pela criopreservagao

Os danos celulares decorrentes da formacéo de cristais de gelo intracelulares
e da concentracao alterada de soluto seriam consequéncia da presséao diferencial de
vapor entre o gelo e a agua, em temperaturas abaixo de 0°C, que poderia levar a
injarias por desidratacdo, durante o congelamento lento,ou a ruptura das
membranas celulares, durante o congelamento rapido (Pickett, 1986).Como
resultado, independentemente do grau de desidratagdo, o0s embrides nao
sobrevivem a resfriamentos abaixo de -20°C, a menos que se utilize um crioprotetor
(Szell & Shelton, 1986). Se a reducdo do volume celular atingir um minimo critico, a
bicamada de fosfolipideos da membrana celular fica muito comprimida e sua
estrutura se rompe. Estas rupturas abrem portas de entrada para a passagem do
gelo extracelular para o interior da celula (Storey & Storey, 1990), prejudicando
também as fungbes de transporte e prote¢cdo da membrana.

Os crioprotetores podem também diminuir os efeitos das altas concentracdes
osmoticas durante a desidratacédo celular.Muitas moléculas se dissolvem na mistura
de crioprotetor e agua, tornando-se menos lesivas do que quando estao dissolvidas

em altas concentracdes em um liquido na auséncia do crioprotetor (Fahy, 1986).
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Pesquisas tém mostrado que um dos fatores que afetam a competéncia do
desenvolvimento de ovdcitos bovinos congelados é o tipo de crioprotetor utilizado.
Devido a sua alta permeabilidade e baixa toxicidade,0 EG tem se mostrado o0 mais
conveniente para a vitrificacdo de ovocitos humanos, bovinos e ratos (Li et al.,
2012). O DMSO causa separa¢do dos fusos dos microtubulos e movimentagdo do
material pericentriolar para o centro do ovocito (Cetin&Bastan, 2006). Apesar dos
efeitos benéficos dos crioprotetores, ndo existe uma técnica de criopreservacao
celular que permita 100% de sobrevivéncia apdés o congelamento e o
descongelamento, mesmo com o uso de curvas de resfriamento e de aguecimento

consideradas 6timas.

2.2 Principios da vitrificagéo

A vitrificagdo tem como objetivo manter o metabolismo celular em estado de
quiescéncia, tornando possivel a conservacdo de células e tecidos por tempo
indeterminado. Diversas metodologias foram utilizadas na criopreservacdo de
embrides ovinos (Naitana et al., 1997; Martinez et al., 2002) e bovinos (Vajta et al.,
1998), sendo hoje, uma alternativa em potencial para a técnica de congelamento
tradicional. A vitrificacdo é um processo rapido, pratico e menos oneroso que a
congelacao tradicional (Baril et al., 2001). A principal vantagem da vitrificacdo é a
reducdo no tempo de exposicdo dos embrides a temperaturas criticas, pois este
processo ocorre em uma velocidade muito rapida, de -107°C/s (Vajta, 2006).

Na vitrificacdo, a exposicdo dos embribes a altas concentracdes de
crioprotetores aumenta a viscosidade dos meios intra e extracelulares. Neste
processo, a diminuicdo da temperatura é tao rapida, que nao permite o re-arranjo
atdmico, havendo uma diminuicdo continua do volume do material, que passa do
estado liquido para um estado com grande viscosidade, conhecido como liquido
super-resfriado ou liquido-metaestavel. Esta viscosidade aumenta até que o material
adquira o comportamento de um solido, porém mantendo as -caracteristicas
estruturais do liquido. Esse ponto é conhecido como temperatura de transicao vitrea
(Baudot et al., 2000).

Diversas técnicas de vitrificagdo vém sendo desenvolvidas com o objetivo de
evitar crioinjurias, a partir do aumento das taxas de resfriamento e aquecimento,

permitindo o uso de uma menor concentracdo de crioprotetores e diminuindo o
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tempo de exposicdo da célula ao crioprotetor (Rall, 1987). A utilizacdo de menores
volumes de solucao de vitrificacdo permite um resfriamento mais rapido e a reducao
de fraturas celulares (Arav et al., 2002). Entretanto, quase todas as técnicas sao
baseadas no contato direto das células em meio crioprotetor com o nitrogénio
liquido, podem apresentar um risco de contaminagdo por agentes bacterianos e
virais (Foutain et al., 1997, Rios et al 2010). Estes riscos podem ser eliminados
utilizando nitrogénio liquido esterilizado (UV), além do armazenamento em
containers hermeticamente fechados (Vajta et al.,1998, Rios et al., 2010). Segundo
Dattena et al., (2004) nenhum problema de contaminacao de embrides vitrificados foi
observado, através da técnica de palhetas abertas estendidas (OPS - open
pulledstraws) em nitrogénio liquido ndo esterilizado. O aquecimento das OPS é
realizado pela colocacédo da ponta mais fina diretamente na placa contendo meio a
37°C. O meio vitrificado volta ao estado liquido dentro de 1 a 2 segundos, sendo que
imediatamente apds, o embrido flutua no meio de diluicdo (Vajta et al.,1998). Os
meios de aquecimento contém sacarose em diferentes concentracdes, sendo a
diluicdo realizada em um, dois ou trés passos. No entanto, Datenna et al.(2004)
testaram diluicbes sem sacarose e obtiveram os mesmos resultados obtidos com a

diluicdo em meio com sacarose.

2.3 Crioprotetores utilizados na vitrificacao

Os crioprotetores tém como funcao proteger as células e tecidos durante a
criopreservacao e o reaquacimento. Os crioprotetores podem ser classificados como
internos intracelulares ou penetrantes (McGann, 1978), quando se permeabilizam
para o interior da célula, o que inclui substancias como: DMSO; propanodiol; glicerol;
e EG, entre outros. Substancias crioprotetoras também sdo classificadas como
externas, extracelulares ou ndo penetrantes, incluindo macromoléculas e acucares
que tem como funcdes reduzir a formagcdo de gelo, facilitar a desidratacdo das
células e proteger a membrana celular. Como crioprotetores externos podem ser
citados: polimeros (PVC); sacarose polivinilpirrolidona (PVP); manitol; trealose. O
mecanismo de acgdo dessas substancias baseia-se na diminuicdo do ponto de
solidificacdo da solucdo de congelacao, prolongando o tempo necessario para que
ocorra desidratacdo da célula e diminuindo a formacdo de cristais de gelo
intracelulares (Meryman et al.,1977; McGann, 1978; Niemann, 1991).
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Crioprotetores ainda interagem com a membrana celular, exercendo agéo
estabilizadora durante as mudancas do estado relativamente liquido, para o estado
sélido (Fahy. 1986). Este mecanismo também ocorre quando a célula retorna ao
estado liquido durante o descongelamento ou re-aquecimento.

Agentes crioprotetores eficientes sdo caracterizados por possuirem baixo
peso molecular, o que favorece sua permeabilidade através das membranas
celulares, e baixa toxicidade (Kasai et al.,1996). Em geral, agentes com rapida
capacidade de penetracdo sdo desejaveis, porque o tempo de exposicdo ao
crioprotetor antes do resfriamento rapido é curto, o que reduz a possibilidade de
injurias osmaticas (Kasai et al., 1996). O usode crioprotetores extracelulares permite
a reducédo na concentracdo dos crioprotetores intracelulares, diminuindo o potencial
de toxicidade.

O EG é o crioprotetor mais utilizado em protocolos de criopreservacao nas
espécies domésticas, devido ao seu baixo peso molecular e sua baixa toxicidade (Al
& Shelton, 1993; Martinez & Matkovic, 1998). Porém, o EG promove vitrificacédo
somente quando usado em alta concentracdo (8,0 M), tornando-se toxico para o
embrido. Dessa forma, melhorias em protocolos de vitrificagdo passam pelo estudo
de associagéo entre diferentes crioprotetores (Rall & Fahy, 1985; Kasai et al.,1996;
Palasz & Mapletoft, 1996; Vajta, 2000; Dobrinsky, 2002), ou pela investigacdo da
eficiéncia de novos crioprotetores. Dentre as possibilidades de crioprotetores
alternativos, pode ser considerado o EGMME, testado anteriormente no

congelamento lento de embrides (Tagashi et al., 1993).

2.4 Toxicidade dos crioprotetores

Um dos motivos associados a falhas na acdo dos crioprotetores seria a sua
potencial toxicidade, que limita a concentracdo em que este pode ser utilizado,
reduzindo a sua eficacia (Fahy, 1986). Alguns agentes crioprotetores podem ter
acao direta na producdo de crioinjurias, como por exemplo, alterando a polaridade
do meio extracelular lesando as membranas (Arnold et al., 1983). Quanto maior o
volume do ovécito ou do embrido, maior deve sero tempo necessario para que
ocorra equilibrio osmotico na presenca dos crioprotetores.

As altas concentracdes de crioprotetores podem causar danos as células

devido a sua toxicidade quimica. Porém, os efeitos da toxicidade podem ser
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minimizados através da exposi¢do rapida aos crioprotetores ou através de rapidas
taxas de resfriamento (Vajta et al.,1998). As rapidas taxas de resfriamento podem
diminuir as injarias celulares através da passagem direta pela zona critica de
resfriamento entre +15°C e —5°C (Martino et al., 1996).

O procedimento de retirada do crioprotetor € necessario para que ocorra a re-
hidratagdo dos embrides e diminua danos causados pela sua toxicidade. Este
fendbmeno pode ser assegurado pela adicdo de altas concentracbes de compostos
extracelulares, como a sacarose e a trealose ao meio de diluicdo ou re-hidratacéo
(Schneider & Mazur, 1984). A sacarose atua como um tampdo osmético, mantendo
constante a concentracdo do meio extracelular, regulando a velocidade de entrada e
saida do crioprotetor no embrido, evitando o choque osmético (Leibo, 1984).

A criopreservacdo normalmente causa aumento significativo nas taxas de
degeneracdo de ovocitos e de embrides bovinos. As células se degeneram pelos
mecanismos de apoptose ou de necrose (Men et al., 2003). O processo apoptotico
também pode ser ativado em resposta a uma grande variedade de estimulos néo
fisiol6égicos, como temperatura, agentes toxicos, estresse oxidativo e radiacdo. As
caracteristicas morfolégicas das células apoptéticas sdo a marginalizacdo da
cromatina e a formagdo de corpos apoptéticos. E muito importante que se elucide o
mecanismo envolvido na degeneracdo dos embribes ap0s a exposicdo aos

crioprotetores e a criopreservacao.
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3.1.1 Introducéao

Um dos maiores obstaculos enfrentados para a disseminacdo da tecnologia
de producdo in vitro de embrides (PIV) é a baixa tolerancia dos embrides produzidos
por esta técnica a criopreservacao (Crosieret al., 2001; Seidel, 2006). Esta
sensibilidade € atribuida a diferencas morfologicas existentes nos embrides PIV
(Pivko, 2004) principalmente quanto a quantidade de lipidios intracelulares, mais
presentes nestes embrides devido as condi¢cdes de cultivo in vitro (Abe et al., 2002).

As principais alternativas identificadas foram: exposi¢cdo sob temperaturas
reduzidas, associacdo de crioprotetores permeaveis, modificagcdo dos suportes de
acondicionamento dos embrides, visando aumentar a velocidade de resfriamento; e
0 uso de proteinas anti-congelantes e inibidores da nucleacdo do gelo (Wowk et al.,
1999).

Entretanto, pouca atencdo foi dada as caracteristicas termodinamicas e
qguimicas dos crioprotetores. Ja foi identificado que os crioprotetores com maior
capacidade de inducdo do estado vitreo possuem pontes de hidrogénio
caracteristicas, que influenciam na sua ligacdo com a agua, o que permite identificar
outros compostos quimicos que também apresentem essa capacidade (Rall & Fahy,
1985). A substituicdo de um grupo hidroxil (OH) por um metoxi (OCH3) na molécula
do EG, composto muito usados na criopreservacdo de embrides em funcdo de sua
toxicidade relativamente baixa, originou o etilenoglicol monometiléter (EGMME)
(Takagi et al., 1993; Wowk et al., 1999).

O EGMME possui peso molecular um pouco maior que o etilenoglicol, o que
limitaria sua velocidade de permeacao. O incremento na capacidade de vitrificacao
do EGMME é€ equivalente a um acréscimo de 5% na inclusdo de crioprotetor na
solucéo de vitrificagcdo (Wowk et al., 1999), possivelmente devido a capacidade de
interacdo molecular com a agua e compostos polares e apolares (Dhondge et al.,
2009).

Estudos avaliando potenciais crioprotetores devem iniciar pela avaliagdo da
toxicidade, o que pode ser feito através da exposicdo dos embribes a diferentes
concentracbes e posterior avaliagdo da viabilidade. Além da taxa de
desenvolvimento e eclosdo, a avaliacdo da expressdo de genes marcadores de
viabilidade ou morte celular pode ser utilizada para detectar alteragcbes em nivel

molecular que ndo necessariamente causem a perda da viabilidade (Park et al.,
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2006). Dentre os genes marcadores de viabilidade celular podemos citar o Bcl-2,
inibidor de apoptose e a ciclina D2 (CCND2) envolvida na proliferacédo celular. Por
outro lado, os genes Bax e caspase3 estao relacionados a morte celular. Portanto o
objetivo do presente estudo foi avaliar a toxicidade do EGMME na composicao de
um meio para vitrificacdo de embrides PIV, mediante as taxas de desenvolvimento
embrionario in vitro posterior a exposicao e vitrificacdo e avaliacdo da expressao

génica.
3.1.2 Material e Métodos

As placas de 4 pocos utilizadas em todos os experimentos foram da marca
Nunc® (Roskild, Denmark). Os produtos quimicos quando utilizados foram obtidos da
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, E. U. A). Os meios e o soro fetal foram

adquiridos através da Bio® — Biotecnologia Animal (Brasilia-DF, Brasil).
3.1.2.1 Producaéo in vitro dos embrides bovinos (Bos taurus)

Como fonte de complexos cumulus ovécitos (CCOs) foram utilizados ovarios
bovinos coletados no abatedouro (Famille®). Os ovarios foram transportados até o
laboratério em garrafa térmica a temperatura de 24-35°C, por no maximo 3 horas
contendo solucdo salina adicionada de antibidtico gentamicina. No laboratério os
ovarios foram lavados com solucdo salina. Os foliculos (3 a 8 mm de diametro)
foram puncionados com scalp 19G conectado a um tubo coénico de 15 ml ligado a
um sistema de vacuo com pressdo de aspiracdo de 10 ml/min. O material
recuperado permaneceu em repouso por cinco minutos até a coleta do sedimento
que foi depositado em placa de Petri para busca dos CCOs sob estereomicroscopio
equipado com mesa térmica. Os CCOs selecionados com grau 1 e 2 (De Loos et
al.,1989) e foram lavados em TCM - hepes [TCM 199 + 10% de SFB] antes de
serem transferidos para placa de maturagcdo. A maturacao in vitro (MIV) foi realizada
em placas Nunc 4 pocos, em 400pl de meio comercial (Bio®) acrescido de 10% de
SFB. As placas contendo os CCOs foram acondicionadas em estufa a 39°C com
atmosfera de 5% de CO, em ar sob maxima umidade durante 22-24 horas de
incubacéo.Ao final do periodo de MIV os CCOs foram transferidos para placa de
fecundacdo in vitro (FIV) contendo 400ul de meio (Parrish et al., 1988). Para FIV foi
utilizado sémen congelado de um touro reconhecidamente eficiente na producéo in

vitro de embrides. A cada rotina foi descongelada uma palheta de sémen para
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selecdo dos espermatozoides pelo sistema mini - Percoll (800ul volume final, por 5
min. & 800 G), (Amersham Biosciences AB, Uppsala, Sweden), sistema de gradiente
descontinuo descrito por Parrishet al., (1986) com modificacbes. Apés a selecéo, foi
realizada a inseminac&o (dia zero, DO) utilizando uma dose inseminante de 1,0 x 10°
espermatozoides/mL por 18 a 22 h sob as mesmas condi¢ées da MIV. Ao final do
periodo de FIV os provaveis zigotos foram mecanicamente liberados das células do
cumulus ovocitos mediante repetidas pipetagens e transferidos para os poc¢os da
placa cultivo contendo 200ul de SOFaa (Holm et al., 1994) suplementado com 5%
de SFB e mantido sob 6leo mineral. A clivagem foi avaliada apds 24 horas dia 2, D2
de incubacgao sob as mesmas condi¢Oes das etapas anteriores. Em seguida, foram
colocados 1,0mL de &agua no espaco entre os pocos das placas, que foram
acondicionadas em sacos plasticos impermeaveis a gases que foram selados e
insuflados com 5% de CO,, 5% de O, 90% de N, (Vajta et al., 1997). As
embalagens com as placas foram entdo mantidas na estufa a 39°C por mais 144
horas de incubacéo dia sete, D7, quando foram coletados os embrides para uso nos
tratamentos experimentais. Para a exposicdo a solucdes crioprotetoras foram
selecionados blastocistos de grau 1 e 2 (excelente e bons, respectivamente) de
acordo coma avaliagdo morfoldgica (Asgari et al., 2012).

3.1.2.2 Adicéao, diluicdo e retirada dos crioprotetores de acordo com etapas
experimentais
3.1.2.2.1 Experimento 1: Teste de toxicidade do crioprotetor EGMME

O objetivo do presente estudo foi avaliar a toxicidade do EGMME
independente, para isso os embriées obtidos em D7, apds a selecdo morfolégica
(Lindner & Wright, 1983), foram distribuidos entre os seguintes tratamentos: Controle
sem crioprotetor (T1); 5% EGMME (T2); 10% EGMME (T3) e 15% EGMME (T4). O
teste foi realizado segundo Sommerfeld & Niemann (1999), mantendo os embrides
expostos aos tratamentos durante 5 min a 39°C. Apds, foi realizada a remocéo dos
crioprotetores mediante banhos sequenciais de 5 min em solugao de aguecimento e
reidratacdo (AR) compostas por gradientes decrescentes de sacarose (0,4 - 0,26 e
0,16 M em TCM - hepes). ApOs a passagem na ultima gota de 200 ul de TCM -
hepes estes foram transferidos para as placas de CIV para cultivo suplementar de
24 horas, e entdo era observada a taxa de sobrevivéncia, avaliada através da

capacidade do embrido evoluir de estagio.
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3.1.2.2.2 Experimento 2: Teste de toxicidade do crioprotetor EGMME X EG

Para esta etapa experimental, o objetivo foi comparar a toxicidade do EGMME
em relacdo ao EG. A partir do coorte de embrides obtidos em D7 foi realizada a
selecdo morfolégica (Lindner & Wright, 1983) e distribuicio homogénea dos
embrides nos estagios de blastocisto e blastocisto expandido classificados como
graus 1 e 2 entre os tratamentos de exposi¢cdo ou ndo as diferentes concentracdes
de crioprotetores. O teste foi composto de quatro grupos: Controle sem crioprotetor
(T1); 10% EGMME (T2); 15% EGMME (T3) e 20% EG (T4). O teste foi realizado de
acordo com Sommerfeld & Nimann (1999), mantendo os embrides expostos aos
tratamentos durante 5 min a 39°C. Para a remogdo dos crioprotetores foram
realizados banhos sequenciais de 5 min em solucdo de aquecimento e reidratacao
(AR) compostas por gradientes decrescentes de sacarose (0,4 - 0,26 e 0,16 M em
TCM - hepes). Apds estarem acondicionados em TCM - hepes os embrides foram
transferidos para as placas de CIV para cultivo suplementar de 24 h para
determinacdo da taxa de sobrevivéncia que foi avaliada através da capacidade do

embrido evoluir de estagio.

3.1.2.2.3 Experimento 3: Vitrificagdo dos embrides utilizando EGMME-DMSO e
EG-DMSO

Esta etapa experimental foi para verificar a capacidade vitrificante do
EGMME. Os embrides foram homogeneamente distribuidos para constituicdo de trés
grupos: controle sem crioprotetor (T1); exposicao a solucao de vitrificagdo (SV1 e
SV2) composta por 20%EG+20%DMSO (T2) preconizada por Vajta et al. (1997) e
15%EGMME + 20%DMSO. A metodologia de vitrificacdo prevé uma fase de
estabilizacdo (SV1) em uma solucao de equilibrio (SE = 50% da concentracdo SV2)
com tempo de exposicdo durante 1,0 min antes da exposicdo a (SV2) por 25
segundos, sendo armazenados no maximo 5 embribes por GMP, que foram
artesanalmente confeccionadas a partir de tubos capilares de vidro, utilizados para
determinacdo do hematécrito (Perfecta®, BRASIL), segundo Vieira et al. (2007) e
entdo eram submersos em N2 (Vajta et al., 1997). Apds o periodo de exposi¢ao, 0s
embrides foram banhados em solugcdo AR sacarose, antes de passarem para a
placa de CIV, para cultivo suplementar e posterior avaliagdo da taxa de

desenvolvimento em 24h.
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3.1.3 Viabilidade embrionaria ap6s a exposi¢cdo as solugfes crioprotetoras ou

re-aquecimento:

3.1.3.1 Taxas de re-expansao e ecloséo

ApGs a exposicao ou re-aquecimento os embrides foram alocados em placas
de CIV para cultivo subsequente por24 e 48h. Decorridas 24h, metade dos embrides
de cada grupo foi coletada para andlise de expressdo génica, enquanto que 0sS
demais permaneceram em CIV para monitoramento da re-expansao e ecloséo. Esta
avaliacdo se deu em iguais condi¢des do CIV inicial, sendo nesta etapa observadas
as taxas de evolugéo dos embribes submetidos aos tratamentos.

3.1.3.2 Expressao Génica

Extracdo RNA e Analise qRT-PCR:

Os embrides utilizados para expressdo génica foram provenientes de 4
replicac6es de cada experimento analisado. Estes embrides foram armazenados em
20ul de agua milliQ autoclavada e acondicionados em N, para posterior analise. A
extracdo do mRNA se deu através do mini trizol (200 pl) de acordo com as
instrucbes do fabricante e foi quantificado através da absorbéancia de 260 nm.
Previamente a transcrigdo reversa, 200ng de RNA total de cada amostra foi tratado
com 0,2 U de DNase (Invitrogen®) a 37 °C por 5 min para digestdo de DNA
contaminante, sendo a enzima inativada apdés aquecimento a 65°C por 3 min.
Posteriormente, foi realizada a reagédo de transcricdo reversa (RT) utilizando o kit
comercial iScript (BioRad), conforme as instru¢des do fabricante A reacdo de PCR
em tempo real foi realizada no equipamento (Applied Biosystems, Foster City,CA)
usando o Platinum SYBR Green gPCR Master Mix (Applied Biosystems), utilizando
iniciadores especificos. As etapas da reacdo foram 3 min. A 93°C, 40 ciclos de 15
seg. a 95°C, 30 seg. a 60°C e 30 seg. a 72°C. As curvas de melting foram avaliadas
para assegurar a amplificacdo de apenas um amplicon. Todas as amostras foram
rodadas em duplicata e foi utilizada como housekeeping o gene da Histona H2A. A
quantificacdo dos genes expressos foi utilizando o método ddCT (Livak et al., 2001).
As sequencias de iniciadores utilizados foram: H2A F-
GAGGAGCTGAACAAGCTGTTG e R-TTGTGGTGGCTCTCAGTCTTC; CCND2 F-
TGCCCCAGTGCTCCTACTTC e R-CGGGTACATGGCAAACTTGA; Bax F-
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TTCTGACGGCAACTTCAACT e R- CGAAGGAAGTCCAATGTCCA e Bcl2 F-
CATCGTGGCCTTCTTTGAGT e R- CATGCTAGGGCCATACAGC.

3.1.3.3 Anédlise estatistica

As amostras do Experimento 1 do Estudo 1lforam analisadas pelo método de
qui-quadrado. As amostras dos demais experimentos foram analisadas no software
Statistix® através andlise de variancia e do teste de Tukey, sendo que todos os

dados foram analisados através do teste Shapiro Wilk para verificar a normalidade.

3.1.4 Resultados

3.1.3.1 Experimento 1: Teste de toxicidade do crioprotetor EGMME

Foram utilizados 1395 ovécitos, com uma taxa de clivagem de 76,6% e 22,5%
em D7. Sendo utilizados 240 embrides coletados em D7 (Blastocistos/blastocistos
expandidos; de 5 repeticdes expostos ao EGMME nas concentracbes de O
(controle), 5, 10 ou 15%(v/v) durante 5 min. As taxas de eclosdo nao diferiram entre
embrides expostos a diferentes concentracbes de EGMME e embribes controle
(P>0,05; Tabela 1).

Tabela 1: Eclosdo de embribes bovinos apds exposi¢do a diferentes concentracdes

do crioprotetor etilenoglicol monometiléter (EGMME) - Experimento 1*.

Tratamento N° Embrides Ecloséo (%)
Controle 125 46.8
T1 (5%EGMME) 131 30.5
T2 (10% EGMME) 135 33.9
T3 (15% EGMME) 129 26.2

*n = 1.395 ovdcitos: taxa de clivagem = 76,6%; taxa de desenvolvimento até
blastocisto (D7) = 22,5%; 48 embribes, 5 repeticbes; média de 12 embribes por

tratamento/repeti¢cdo (P>0.05).

3.1.3.2 Experimento 2: Teste de toxicidade do crioprotetor EGMME X EG
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Foram utilizadas doze repetices de PIV, totalizando 704 embrides (média de
176 por tratamento), sendo estes oriundos de 4141 ovécitos, com 70,05% de
clivagem e 20,65% de desenvolvimento em D7.Como pode ser observada na Tabela
2, a taxa de eclosdo de embrides ndo expostos aos crioprotetores (controle; 33,4%)
ou expostos a 10 ou 15% de EGMME (32,9 e 25,1%, respectivamente) foram
superiores em comparacdo a embrides expostos a concentracdo de 20% de
Etilenoglicol (EG) comumente utilizada na vitrificacéo (17%; P<0,05).

Tabela 2: Média de eclosdo dos embrides apos a exposicdo as diferentes

concentracdes dos crioprotetores.

Tratamento N° Embri6es Eclos&o (%)
Controle 176 33,4a
T1 (10%EGMME) 173 3219a
T2 (15% EGMME) 179 25,0ab
T3 (20% EG) 176 17,0b
P< 0.05.

Apesar da diferenca observada na taxa de eclosdo, a expressdo dos genes
BAX, Bcl2 néo diferiu entre os diferentes grupos (p>0,05; Figuras 1 e 2
respectivamente), porém na expressdo do gene CCND2 verificou-se uma diferenca
no tratamento Tl (10% de EGMME). Também nédo foi observada diferenca

estatistica na relacdo BAX/Bcl2 entre os diferentes grupos (p>0,05; Figura 1).
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Figural: Transcritos dos genes (BAX/HISTONA H2A), (Bcl2/HISTONA H2A),
(CCND2/HISTONA H2A) e a relacdo entre a expressdo dos genes BAX e Bcl2 em

amostras provenientes dos diferentes grupos.

3.1.3.3 Experimento 3: Vitrificacdo dos embrides utilizando EGMME ou EG
associados ao DMSO

Foram utilizados 70 embrides provenientes de duas repeticbes. Sendo neste
terceiro momento, vitrificados os embrides para verificar a atividade vitrea do
EGMME, onde ndo observamos diferenca entre as médias, apds 0 aquecimento, 0s
blastocistos foram cultivados por 24 horas, sendo que a taxa de eclosao (14/28) 50%
e (6/15) 40%, sendo o controle sem exposicao (23/27) 85%.

3.1.4 Discussao

A identificacdo de crioprotetores com menor toxicidade permitiria um maior
aproveitamento de embribes excedentes nos sistemas de PIV. Com a utilizacdo do
EGMME em solucdes para criopreservacdo de embries bovinos, foi possivel
evidenciar que a simples exposi¢édo ao crioprotetor EG na concentracdo de 20%,

crioprotetor muito utilizado em protocolos de criopreservagcdo, € suficiente para
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diminuir a viabilidade dos embrides. Essa diminuicdo na viabilidade pode ser
atribuida a acéo téxica dos crioprotetores, que se da basicamente pelo estresse
osmotico e quimico, (Vajta et al.,, 1996), resultando na diminuicdo na taxa de
eclosdo. Nao foram observadas diferencas significativas na taxa de ecloséo apés a
exposicdo dos embrides ao EGMME em concentragdo de até 15% como pode ser
observado na (tabela 1 e 2). Cabe ressaltar que nao foi testada a concentragéo de
20%,ja que um estudo anterior demonstrou que o EGMME poderia ser utilizado em
concentracdes inferiores com base em um estudo prévio no qual foi demonstrado
gue o EGMME poderia ser utilizado em concentragdes inferiores (Wowk et al., 1999).
Até o presente momento, o EGMME somente havia sido testado em concentracdes
baixas para o congelamento lento de embrides bovinos produzidos in vitro (Takagi et
al., 1993), possibilitando resultados satisfatérios. E bem estabelecido que quanto
mais altas forem as concentragBes de crioprotetores, maior é o dano causado ao

embrido (Saragusty & Arav, 2011).

Embora as taxas de eclosdo observadas do presente estudo estejam de
acordo com esta afirmacao, ndo foram observadas diferencas na expressao génica
dos embrides expostos aos diferentes tratamentos como pode ser observada na
figura 1. A analise da expressao génica embrionaria pela técnica de RT- PCR vem
sendo muito aplicada, e permitindo identificar respostas em nivel molecular e quais
fatores ou vias de sinalizagdo estariam envolvidos nos efeitos observados (Lim et al.,
2007). Além disso, podem ser detectadas alteracbes que nao necessariamente
causem a morte celular, mas que podem levar a prejuizos futuros ao individuo.
Ainda neste estudo, foram avaliados genes envolvidos na inducdo do apoptose
(Bax), e na inibicdo da apoptose (Bcl2) e um marcador de proliferacdo celular
(CCND2), os quais sao eventos criticos durante o desenvolvimento embrionario. A
relagdo entre a expressdo de Bax e Bcl2 também foi avaliada uma vez que as
proteinas codificadas por estes genes interagem na regulacdo da morte por
apoptose sendo que a Bcl2 liga-se a Bax para bloquear a cascata apoptotica
(Brahmasani et al., 2012). Curiosamente, foi observado um aumento significativo na
expressao do gene CCND2 no grupo exposto ao EGMME na concentracdo de 10%.
Embora ndo haja uma explicacdo plausivel para este aumento, 0 que se esperava
era uma diminuicdo da expresséo de CCND2 no grupo com menor taxa de ecloséao,

0 que nao foi observado.
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Uma vez que os resultados obtidos nos dois primeiros experimentos
demonstraram uma baixa toxicidade do EGMME, tornou-se necessario comparar
diferentes associacdes de crioprotetores. As solucdes de vitrificagdo normalmente
envolvem mais de um crioprotetor e a interacdo entre diferentes moléculas podem
levar a uma alterag&o na toxicidade em comparagdo a exposi¢cao aos crioprotetores
isoladamente. Para verificar a viabilidade de utlizacdo do EGMME como
crioprotetor, um pequeno grupo de embrides foi vitrificado utilizando 20%EGMME
associado a 20%DMSO e a solucdo de referéncia 20%EG e 20%DMSO. Apds o
aguecimento, os blastocistos foram cultivados por 24 horas, com taxas de ecloséo
de 50% (14/28) e 40% (6/15), sendo que a taxa do tratamento controle sem
exposicao foi de 85% (23/27). Estes resultados foram semelhantes aos encontrados

em um estudo conduzido por (Vajta et al., 1996).

As caracteristicas fundamentais para um eficiente agente crioprotetor € o
baixo peso molecular, a sua alta capacidade de atravessar a membrana celular e
uma baixa toxicidade (Kasai et al.,1996) o que pode ser confirmado durante a
utilizacdo do EGMME pois sua atividade crioprotetora foi satisfatéria. Porém, novos
estudos ainda sdo necessarios para definir a concentracdo mais apropriada do
EGMME, bem como suas associacdes com outros crioprotetores que permitam
melhor viabilidade embrionaria. Além disso, experimentos in vivo envolvendo a
inovulacdo de embrides criopreservados possibilitardo identificar se solucdes
crioprotetoras contendo EGMME permitem taxas satisfatorias de sobrevivéncia
embrionaria e de prenhez. Os dados deste estudo nos permitem concluir que o

EGMME néo apresenta toxicidade nas concentracdes avaliadas.

3.1.5 Concluséo
Conclui-se que o EGMME nédo apresenta toxicidade nas concentracdes

avaliadas, sugerindo novos estudos com a utilizacdo deste produto.
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3.2.1 Introducéao

O processo convencionalmente utilizado no congelamento de embrides
obtidos in vivo, ndo é adequado para embrides PIV, pois estes possuem um menor
namero de blastdmeros e acumulo de lipidios em sua ultra estrutura (Saragusty &
Arav, 2011). Em funcdo disso, pesquisas vém sendo direcionadas para identificar
protocolos de criopreservacao através do processo de vitrificagdo (Vajta, 1997).
Entretanto, pouca atencdo foi dada as caracteristicas termodindmicas e quimicas
dos crioprotetores. Ja foi identificado que os crioprotetores com maior capacidade de
inducdo do estado vitreo possuem pontes de hidrogénio caracteristicas, que
influenciam na sua ligacdo com a agua, o que permitiu identificar outros compostos
que também apresentem essa capacidade (Rall & Fahy, 1985). A substituicdo de um
grupo hidroxil (OH) por um metoxi (OCH3) na molécula do etilenoglicol (EG),
composto muito usado na criopreservacao de embrides em funcéo de sua toxicidade
relativamente baixa, originou o EGMME (Takagi et al., 1993; Wowk et al., 1999).
Ainda que o EGMME possua peso molecular um pouco maior do que o do etileno
glicol, o que limitaria sua velocidade de permeacao, o incremento na capacidade de
vitrificacdo do EGMME ¢é equivalente a um acréscimo de 5% na inclusdo de
crioprotetor na solucéo de vitrificagcdo (Wowk et al., 1999), possivelmente devido a
capacidade de interacdo molecular com a agua e compostos polares e apolares
(Dhondge et al.,, 2009). Considerando suas caracteristicas fisico-quimicas, é
possivel que o EGMME permita melhor crioprotecdo aos embrides. O objetivo do
presente estudo foi testar o EGMME na vitrificacdo de embrides PIV, através da
avaliacdo das taxas de desenvolvimento embrionario, da expressao génica e da

obtencado de prenhez apdés a transferéncia dos embrides vitrificados.

3.2.2 Material e Métodos

As placas utilizadas em todos os experimentos foram da marca Nunc®
(Roskild, Denmark). Os produtos quimicos quando utilizados foram obtidos da
SigmaChemicalCo. (St. Louis, MO, USA). Os meios e o soro fetal bovino foram
adquiridos através da Bio® — Biotecnologia Animal (Brasilia-DF, Brasil).

3.2.2.1 Producao in vitro dos embrifes Bovinos (Bos taurus)
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Como fonte de complexos cumulus ovocitos (CCOs) foram utilizados ovarios
bovinos coletados no abatedouro. Os ovérios foram transportados até o laboratério
em garrafa térmica a temperatura de 24-35°C contendo solu¢éo salina adicionada de
antibiético gentamicina. No laboratério os ovérios foram lavados com solugéo salina.
Os foliculos (3 a 8 mm de diametro) foram puncionados com scalp 19G conectado a
um tubo coénico de 15mL ligado a um sistema de vacuo com pressao de aspiracado
de 10mL/min. O material recuperado permaneceu em repouso por cinco minutos até
a coleta do sedimento que foi depositado em placa de Petri para busca dos CCOs
sob estereomicroscopio equipado com mesa térmica.

Os CCOs selecionados com grau 1 e 2 (De Loos et al.,1989) e foram lavados
em TCM - hepes [TCM 199 + 10% de SFB] antes de serem transferidos para placa
de maturagédo. A maturacéo in vitro (MIV) foi realizada em placas de multi - pogos em
400ul de meio comercial acrescido de 10% de SFB. As placas contendo os CCOs
foram acondicionadas em estufa a 39°C com atmosfera de 5% de CO, em ar sob
maxima umidade durante 22-24 horas de incubacé&o. Ao final do periodo de MIV os
CCOs foram transferidos para placa de fecundagéo in vitro (FIV) contendo 400ul de
meio (Parrish et al., 1988).

Para FIV foi utilizado sémen congelado de um touro reconhecidamente
eficiente na producao in vitro de embrides. A cada rotina foi descongelada uma
palheta de sémen para selecdo dos espermatozoides pelo sistema mini-Percoll
(Amersham Biosciences AB, Uppsala, Sweden), sistema de gradiente descontinuo
descrito por Parrish et al., (1986) com modificacdes. Apds a selecédo, foi realizada a
inseminacdo (dia zero, DO) utilizando uma dose inseminante de 1,0 x 10°
espermatozoides/mL por 18 a 22 horas sob as mesmas condi¢cdes da MIV. Ao final
do periodo de FIV os provaveis zigotos foram mecanicamente liberados das células
do cumulus ovocitos mediante repetidas pipetagens e transferidos para os pocos da
placa cultivo contendo 200ul de SOFaa (Holm et al., 1994) suplementado com 5%
de SFB e mantido sob 6leo mineral. A clivagem foi avaliada apés 24 horas (dia 2,
D2) de incubagao sob as mesmas condi¢coes das etapas anteriores. Em seguida,
foram colocados 1,0mL de agua no espaco entre 0os pogos das placas, que foram
acondicionadas em sacos plasticos impermeaveis a gases que foram selados e
insuflados com 5% de CO,, 5% de O, 90% de N, (Vajta et al., 1997).

As embalagens com as placas foram entdo mantidas na estufa a 39°C por

mais 144 horas de incubacédo (dia sete, D7), quando foram coletados os embrides
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para uso nos tratamentos experimentais. Para a exposicao a solugbes crioprotetoras
foram selecionados blastocistos de grau 1 e 2 (excelente e bons, respectivamente)

de acordo coma avaliacdo morfolégica (Asgari et al., 2012).

3.2.2.2 Viabilidade embrionaria ap6s a exposi¢cédo as soluc¢des crioprotetoras ou

re-aquecimento:

3.2.2.2.1 Taxas de re-expansao e ecloséao

ApGs a exposicao ou re-aquecimento os embrides foram alocados em placas
de CIV para cultivo subsequente por 24 e 48h. Decorridas 24h, metade dos
embrides de cada grupo foi coletada para andalise de expressdo génica, enquanto
gue os demais permaneceram em CIV para monitoramento da re-expansao e
eclosédo. Esta avaliacdo se deu em iguais condi¢cbes do CIV inicial, sendo nesta
etapa observadas as taxas de evolucdo dos embrides submetidos aos tratamentos.

3.2.2.2.2 Expressé&o Génica

Extracdo RNA e Analise qRT-PCR:

Os embrides utilizados para expressdo génica foram provenientes de 4
replicac6es de cada experimento analisado. Estes embrides foram armazenados em
20pl de 4gua milliQ autoclavada e acondicionados em N, para posterior andlise. A
extracdo do mRNA se deu através do mini trizol (200 pl) de acordo com as
instrucdes do fabricante e foi quantificado através da absorbéncia de 260 nm.
Previamente a transcricdo reversa, 200ng de RNA total de cada amostra foi tratado
com 0,2 U de DNase (Invitrogen®) a 37 °C por 5 min para digestdo de DNA
contaminante, sendo a enzima inativada ap6s aquecimento a 65°C por 3 min.
Posteriormente, foi realizada a reacdo de transcricdo reversa (RT) utilizando o kit
comercial iScript (Bio Rad), conforme as instru¢gdes do fabricante A reagédo de PCR
em tempo real foi realizada no equipamento (Applied Biosystems, Foster City,CA)
usando o Platinum SYBR Green gPCR Master Mix (Applied Biosystems), utilizando
iniciadores especificos. As etapas da reacédo foram 3 min. A 93°C, 40 ciclos de 15
seg. a 95°C, 30 seg. a 60°C e 30 seg. a 72°C. As curvas de melting foram avaliadas

para assegurar a amplificagcdo de apenas um amplicon. Todas as amostras foram
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rodas em duplicata e foi utilizada como housekeeping o gene da Histona H2A. A
quantificacdo dos genes expressos foi utilizando o método ddCT (Livak et al., 2001).
As sequencias de iniciadores utilizados foram: H2A F-
GAGGAGCTGAACAAGCTGTTG e R-TTGTGGTGGCTCTCAGTCTTC; CCND2 F-
TGCCCCAGTGCTCCTACTTC e R-CGGGTACATGGCAAACTTGA; Bax F-
TTCTGACGGCAACTTCAACT e R- CGAAGGAAGTCCAATGTCCA e Bcl2 F-
CATCGTGGCCTTCTTTGAGT e R- CATGCTAGGGCCATACAGC.

3.2.2.2.3 Re-aquecimento e transferéncia dos embrides vitrificados com
EGMME-DMSO X EG-DMSO

Re-aquecimento:

Ap6s o procedimento de vitrificagdo, armazenamento e analises tanto de
eclosdo como de expressdo génica, apenas os embrides dos grupos T1 (CV,
vitrificado 20% EG + 20% DMSO) eT2 (20% EGMME + 20%DMSO),foram re-
hidratados em solucdo de sacarose, mediante banhos sequenciais de 5 min em
solugcédo de aquecimento e reidratacdo (AR) compostas por gradientes decrescentes
(0,4 - 0,26 e 0,16M em TCM — hepes - sacarose). ApOs estarem acondicionados em
TCM - hepes os embrides foram transferidos para as placas de CIV para cultivo
suplementar de 6 horas, neste momento foram escolhidos os embrides que tiveram

capacidade de se retrair e reorganizar seus blastbmeros.
Transferéncia dos embrides:

Foram utilizadas para esta etapa 50 vacas cruza Hereford em estado de
condicao corporal de 3 a 3,5 em escala de (1-5), que se encontravam em pastagem
de trevo e azevém, e foram submetidas ao protocolo de inseminacéo artificial em
tempo fixo (IATF) que consistia em implante de progesterona, benzoato de estradiol

e prostaglandina F2-alfa (todos os produtos adquiridos de Hertape Callier*®), no dia

! Implanteprogesterona- Prociclar® (HertapeCallier®)
Benzoato de estradiol- Benzoato HC® (hertapeCallier®)
Prostaglandina F2-alfa- Veteglan® (HertapaCallier®)
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0 foi colocado o implante e aplicado 2ml de benzoato de estradiol, no dia 8 foi
retirado o implante e aplicado 1 ml de benzoato e 2ml de prostaglandina em todos os
animais, no dia 17 foram avaliados os ovarios de cada vaca sendo aproveitadas
apenas as que apresentavam corpo lateo. O diagnostico de gestacao foi realizado

apos 30 dias, através de ultrassonografia.

3.2.3 Distribuicdo dos embrifes entre as etapas experimentais:

3.2.3.1 Experimento 1. Teste de toxicidade da solucdo de vitrificagdo em
diferentes concentragcbes de EGMME e EG associados ao DMSO

O objetivo deste experimento foi verificar se interacdo do EGMME com o
DMSO é toxica aos embrides. Os embribes foram homogeneamente distribuidos
para constituicdo de seis grupos. Um grupo controle sem crioprotetor (T1); um grupo
controle de exposicdo a solucao de vitrificacdo (SV1 e SV2) composta por 20% de
Etileno glicol (EG) + 20% de Dimetil Sulféxido (DMSO) (T2) preconizada por Vajta et
al. (1997) e quatro grupos com diferentes concentragbes de EGMME associado a
DMSO (15% ou 20%) sendo: (T3) 20% EGMME + 15% DMSO; (T4) 15% EGMME +
15% DMSO; (T5) 15% EGMME + 20% DMSO e (T6) 10% EGMME + 20% DMSO.
Nesta etapa, o teste de toxicidade foi realizado de acordo com a metodologia de
vitrificacdo que prevé uma fase de estabilizacdo (SV1) em uma solucdo de equilibrio
(SE = 50% da concentragdo SV) durante 1,0 min antes da exposicdo a (SV2) por 25
s (Vajta et al., 1997). Apds o periodo de exposicdo as solucdes, os embrides foram
banhados em solucdo AR, antes de passarem a placa de CIV, para cultivo

suplementar e posterior avaliacdo da taxa de desenvolvimento em 24h.

3.2.3.2 Experimento 2 -Vitrificagdo dos embrides utilizando o crioprotetor
EGMME-DMSO X EG-DMSO

Os embrides bovinos PIV selecionados foram homogeneamente divididos em
trés grupos: controle nao vitrificado (CN), controle vitrificado T1 (CV, vitrificado 20%
EG + 20% DMSO) e vitrificados T2 20% EGMME + 20%DMSO e T3 15% EGMME +
20%DMSO. Em cada tratamento, os embrides foram inicialmente expostos a uma

solucdo de equilibrio (SE) durante 1 min antes do contato com a solucdo de
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vitrificacdo e envase em micropipetas de vidro (MPV) (Vieira et al., 2007) para
imersao em nitrogénio liquido apds 25 s de exposi¢do. Ao final dos procedimentos
de vitrificacdo dos embrides de todos os grupos foram re-hidratados em solucéo de
sacarose, mediante banhos sequenciais de 5 min em solucdo de aquecimento e
reidratacdo (AR) compostas por gradientes decrescentes de sacarose (0,4 - 0,26 e
0,16M em TCM - hepes). Apods estarem acondicionados em TCM - hepes o0s
embribes foram transferidos para as placas de CIV para cultivo suplementar de 24
horas para determinacdo da taxa de sobrevivéncia avaliada pela capacidade de

evoluir em estégios de desenvolvimento.

3.2.4 Analise estatistica

Nos experimento 1 e 2, as taxas de eclosao foram comparadas pelo teste de
qui-quadrado. Nos experimento 2, para as demais variaveis, apos verificacdo da
normalidade através do teste Shapiro-Wilk, as comparacfes foram feitas analise de
variancia e comparacdes entre meédias pelo teste de Tukey. Todas as analises foram

conduzidas com o software Statistix®.

3.2.5 Resultados

3.2.5.1Experimento 1. Teste de toxicidade da solucdo de vitrificacdo em
diferentes concentracbes de EGMME e EG associados ao DMSO - Taxa de
ecloséo.

Foram utilizados 3027 ovocitos, em 6 repeticdes o que originaram um total de
678 embribes (113 por tratamento), com uma média de 18,9 por
tratamento/repeticdo.Nado foi observada diferenca estatistica p>0.05 na taxa de
eclosdo dos embrides apos a exposicdo aos crioprotetores (Tabela 1).
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Tabela 1: Eclosdo de embrides bovinos apés a exposicdo de 5 minutos as diferentes
concentracfes de crioprotetores etilenoglicolmonometiléter (EGMME), etilenoglicol

(EG) e dimetilsulfoxido (DMSO) — Experimento 1*

Tratamento N° de embrides Ecloséo (%)
Controle sem crioprotetor 115 34,1
EG (20%) + DMSO (20%) 112 341
EGMME (20%) + DMSO (15%) 114 35,7
EGMME (15%) + DMSO (15%) 111 29.0
EGMME (15%) + DMSO (20%) 113 30,3
EGMME (10%) + DMSO (20%) 116 24.4

*n = 3.027 ovocitos, em 6 repeticdes: 678 embrides; 113 por tratamento; com média

de 18.9 por tratamento/repeticdo (P>0.05)

3.2.5.2 Experimento 2:Vitrificacdo dos embrides utilizando o crioprotetor
EGMME-DMSO X EG-DMSO - Taxas de eclosao, desenvolvimento, expressao
génica e implantacéo gestacional.

O processo de fertilizagdo in vitro obteve uma taxa de 86,24% de clivagem e
23.54% de desenvolvimento embrionario em D7. Totalizando 405 embribes
utilizados, sendo realizadas 6 repeticdes. Em média foram utilizados 22,5 embrides
por tratamento/repeticdo. A variavel utilizada foi a taxa de eclosao dos embriées nas
24 h apos a vitrificacdo com os crioprotetores, foram obtidas as médias de eclosao
apresentadas na tabela 2 por tratamento. As médias correspondem, a um grupo
controle onde n&o ocorreu a exposicdo aos crioprotetores e que ndo foram
vitrificados, demonstrando a viabilidade dos embrides produzidos, e os demais
tratamentos, sendo entdo: controle T1 n&o apresentou diferenca do tratamento T2 o
gual continha EGMME. A taxa de eclosao dos embrides néo vitrificados (controle) T1

(63.78%) foi diferente estatisticamente (p<0.05) dos vitrificados, seja, com 20% EG e
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20%DMSO — T2, ou 20% EGMME e 20% DMSO — T3 com médias de (37.57% e
22.02% respectivamente), porém T2 e T3 ndo foram diferentes e ainda foram
diferentes (p<0.05) do tratamento 15% EGMME e 20% DMSO —-T4 (10.30%).

Tabela 2. Média de eclosdo apds o processo de vitrificacdo nos diferentes

tratamentos. Foram utilizados 2417 ovodcitos oriundos de 410 ovarios.

Tratamento N° de embrides Ecloséo (%)
Controlesemcrioprotetor 120 63.7 :
T120% EG + 20%DMSO 100 37.5 i

bc
T2 20% EGMME + 20%DMSO 94 22.0
T3 15% EGMME + 20%DMSO o1 10.3C

*n = 2.417 ovaQcitos: taxa de clivagem = 86,2%; taxa de desenvolvimento até o
estagio de blastocisto (D7) = 23.5%; 405 embrides em 6 repeticbes; média de 22,5

embrides por tratamento/repeticado (taxas diferem por P<0.05).

A expresséo dos genes BAX (promotor de apoptose) e CCND2 (marcador de
proliferacdo celular) ndo diferiu entre os grupos (p>0,05), porém a expressdo do
gene Bcl-2 (inibidor de apoptose) e sua relacdo com BAX foi diferente

estatisticamente quando verificamos nas figuras 2 e 4.
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Figura 1 e 2: Transcritos dos genes (BAX/HISTONA H2A) e (CCND2/
HISTONA H2A).

Para o re-aquecimento e transferéncia foram utilizados apenas os tratamentos
T2 e T3 os quais tiveram boas taxas de eclosdo e que ndo mostraram qualquer
diferenca em relacdo ao controle na expressdo génica. Foram reaquecidos 59
embrides, sendo que os do T3 ndo tiveram boa retracdo durante o periodo de 6 h
em estufa de CO,, por isso ndo foram implantados, sendo levados a campo apenas
15 embrides de cada tratamento. As taxas de prenhez nao foram diferentes aos 30

dias, sendo 26.6% para ambos os tratamentos (T2 e T3). Aos 60 dias, foram
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reavaliadas as vacas gestantes com o auxilio de um aparelho de ultrassom,

verificando-se que permaneceram prenhes apenas 20.0% no T2 e 6% no T3.
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Figura 3 e 4: Transcritos dos genes (Bcl2/ HISTONA H2A), e a relagcéo entre a

expressao dos genes (Bax e Bcl2) em amostras provenientes dos diferentes grupos.

3.2.6 Discussao
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Embora as taxas de eclos&o similares entre os tratamentos do Experimento 1
possam sugerir que a associacdo de EGMME e DMSO na solucao de vitrificacao
nao resulta em toxicidade, em qualquer das concentracfes testadas, no
Experimento 2, as taxas de eclosdo de embrides vitrificados foram inferiores as

observadas para embrides néo vitrificados.

A taxa de eclosdo dos embries nas 24h apés a vitrificacdo utilizando os
crioprotetores EG e EGMME foram apresentadas na tabela 2 por tratamento. As
médias correspondem, a um grupo controle onde ndo ocorreu a exposicdo e que
nao foram vitrificados, demonstrando a viabilidade dos embrides produzidos.Nos
demais tratamentos, os embrides nao vitrificados (controle) foram diferentes dos
vitrificados (P<0.05), mas T1 foi diferente de T3 (P<0,05).Pesquisas tém mostrado
que um dos fatores que afetam a competéncia do desenvolvimento dos embrides
bovinos vitrificados é o tipo de crioprotetor utilizado.Por esta razdo, a escolha do EG
devido a sua alta permeabilidade e baixa toxicidade tem se mostrado o mais
conveniente para a vitrificagdo de ovocitos ou embrides bovinos (Li et al.,
2012),tendo sido utilizado no presente trabalho como um grupo controle. Ja4 a
escolha pela associacdo com o DMSO também vem da sua vasta utilizacdo em
protocolos, mas o DMSO pode causar separacdo dos fusos dos microtubulos e
movimentacdo do material pericentriolar para o centro de ovocitos submetidos ao
processo de preservacao (Cetin & Bastan, 2006) alteragcbes que podem ser
causadas comumente durante o processo de vitrificacao.

O tratamento 20% EGMME e 20% DMSO - T3, ndo se mostrou diferente do
contendo EG, mas para que o etilenoglicol vitrifique, é necessaria uma alta
concentracéo (8,0M), tornando-se toxico para o embrido. Dessa forma, a estratégia
para o0 sucesso da vitrificacdo estd na associacdo de outros crioprotetores
intracelulares e extracelulares e ndo sé na diminuicdo da concentracdo (Ali &
Shelton, 1993).T2 e T3 nao diferiram entre si, mas foram diferentes (p<0.05) dos
tratamentos com 15% EGMME e 20% DMSO, nos quais foi diminuida a
concentracéo do crioprotetor o que deixa claro, o quanto maior o volume do embriéo,
maior o tempo necessario para que a célula atinja o equilibrio osmaético na presenca
dos crioprotetores, pois pode nao ter quantidade suficiente do crioprotetor nesta

diluicdo para o embri&o ser vitrificado.
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A criopreservagao normalmente causa aumento significativo nas taxas de
degeneracdo de embrides bovinos. As células podem se degenerar pelos
mecanismos de apoptose ou de necrose (Men et al.,, 2003).Quando alterada a
concentracdo para 15% do crioprotetor EGMME durante a vitrificacdo, este nao
mostrou a mesma média de ecloséo, o que nos leva a pensar que 0 processo pode
ter sido inviabilizado pela baixa concentragéo do crioprotetor ou pelo tempo de 1 min
de exposicao. As caracteristicas fundamentais para um eficiente agente crioprotetor
€ 0 baixo peso molecular, a sua alta capacidade de atravessar a membrana celular e
uma baixa toxicidade (Kasai et al.,1996) e com muita rapidez este processo deve
ocorrer. No entanto, ja € conhecido que os embrides bovinos produzidos in vitro tém
significativa diferenca de sobrevivéncia apds a criopreservacao (Liu et al., 20012),
pois sdo mais sensiveis aos danos decorrentes dos efeitos toxicos e osmoticos dos
crioprotetores (Vajta, 1997). Assim, a associagdo de distintos crioprotetores seria
relevante para a otimizagdo do processo de vitrificacdo (Ali & Shelton, 1993).
Considerando que a menor taxa de eclosao observada no Experimento 2 ocorreu no
tratamento com 15% de EGMME e 20% de DMSO, os resultados deste estudo
indicam que o EGMME pode ser usado como crioprotetor para inclusdo na solucao
de vitrificagdo na concentragéo de 20%.

A expressao dos genes BAX (promotor de apoptose) e CCND2 (marcador de
proliferacdo celular) ndo diferiu entre os grupos (p>0,05), porém a expressao do
gene Bcl-2 (inibidor de apoptose) e sua relagdo com BAX foi diferente
estatisticamente quando verificamos nas figuras 2 e 4. Para o0 re-aquecimento e
transferéncia foram utilizados apenas os tratamentos T2 e T3 0s quais tiveram boas
taxas de eclosdo e nao mostraram qualquer diferenca em relagdo ao controle na
expressao génica. Foram reaquecidos em um total de 59 embrides, sendo que os do
tratamento T3 nao tiveram boa retracdo durante o periodo de 6 horas em estufa de
CO,, por isso nao foram implantados, sendo levados a campo apenas 15 embribes
de cada tratamento. Um embrido quando exposto a um crioprotetor de baixo peso
molecular, permeavel a sua membrana, geralmente se retrai dada a saida de agua
intracelular, causada pela concentracao hiperosmética do meio extracelular. Como o
embrido € mais permeavel a agua do que ao crioprotetor, a retracdo celular
continua, até que o efluxo da agua seja equilibrado com o influxo da solugéo

crioprotetora. (Fahy, 1986). Sendo inevitavel a formacdo dos cristais de gelo e isto
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diretamente proporcional ao volume e inversamente proporcional a viscosidade da
solucéo e a taxa de resfriamento. (Liebermann et al., 2002).

3.2.7 Concluséao

O uso do EGMME é recomendado porque ndo apresentou toxicidade nas
concentracbes avaliadas, e pode ser utilizado em protocolos de vitrificacdo de
embrides PIV, porém sugere-se novos estudos com a utilizacdo deste produto até

mesmo com novas combinacdes.



4 Considerac¢des Finais

A producdo in vitro de embribes bovinos € um procedimento de rotina em
pesquisas de transgenia, clonagem e areas relacionadas com a biologia da
reproducdo. Este recurso vem sendo utilizado comercialmente em programas de
reproducdo em bovinos. Um dos grandes desafios para os crio biologistas tém sido
desenvolver um método eficiente de criopreservacao tanto de ovocitos e embrides

humanos e de animais domésticos ou de animais em extin¢ao.

O desenvolvimento de um protocolo de criopreservacao aplicavel as espécies
mamiferas tem diversas implicacbes. Sendo assim, é necessario que sejam
desenvolvidos protocolos especificos que resultem em boa preservacdo de
embrides, 0s quais possam minimizar os danos na ultra estrutura causados as
células em decorréncia do processo de vitrificagdo e, consequentemente, maximizar
a sua viabilidade. Melhorando os indices de sobrevivéncia dos blastocistos

produzidos in vitro apés a criopreservacao.
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