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RESUMO

PRESSÃO HIDROSTÁTICA: EFEITO NA VITRIFICAÇÃO,
ULTRAESTRUTURA E EXPRESSÃO GÊNICA DE EMBRIÕES BOVINOS

Apesar do enorme crescimento obtido pela técnica de produção in vitro de embriões nos

últimos anos, uma limitação continua evidente, os embriões são mais susceptíveis à

criopreservação que embriões produzidos in vivo. Pesquisadores buscam melhorar a

qualidade do embrião produzido in vitro ou alterar os sistemas de criopreservação

visando obter melhores resultados no procedimento de criopreservação. O presente

trabalho teve como objetivo definir os melhores parâmetros para o uso da pressão

hidrostática como nova ferramenta no processo de criopreservação de embriões bovinos

produzidos in vitro e avaliar ultraestruturalmente e pela análise de expressão gênica os

efeitos causados pela pressão hidrostática e pelo procedimento de criopreservação

nestes embriões. Os resultados indicaram que a pressurização de embriões a partir de 80

MPa passou a ser deletéria para o desenvolvimento embrionário. Mas o uso da pressão

no nível de 60 MPa por 1 hora promoveu um incremento na taxa de eclosão dos

embriões após a vitrificação comparado ao grupo apenas vitrificado (79% vs 66%). E

que 1 hora após a pressurização seria o melhor momento para a vitrificação, com

melhores taxas de re-expansão, eclosão (90% e 74%, respectivamente), maior

velocidade de re-expansão após vitrificação/desvitrificação e maior abundância de

transcritos do gene ERG 25 nesse momento comparados com grupo controle,

imediatamente e 2 horas após a pressão. Ultraestruturalmente embriões submetidos a

pressão apresentavam maior quantidade de microvilosidades e aumento de mitocôndrias

tipo hooded que os embriões controle. No grupo de embriões vitrificados após a pressão



xi

observou-se uma maior quantidade de núcleos por área de MCI quando comparados ao

grupo apenas vitrificado. Determinados níveis de tratamento com pressão hidrostática

melhoraram a sobrevivência in vitro de embriões bovinos vitrificados. Células

embrionárias reagem em resposta ao estresse, aumentando a expressão de genes

específicos, como o ERG 25 e alterando sua ultraestrutura, o que pode promover uma

maior resistência a outros processos estressantes, como a vitrificação.

Palavras chave: pressão hidrostática, vitrificação, ultraestrutura, expressão gênica.
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ABSTRACT

HYDROSTATIC PRESSURE: EFFECT ON VITRIFICATION,
ULTRASTRUCTURE AND GENE EXPRESSION IN BOVINE EMBRYOS

Despite the enormous growth achieved by the technique of bovine embryo in vitro

production in recent years, a limitation is still evident, these embryos are more

susceptible to cryopreservation than their counterparts in vivo produced. To obtain

better results in the cryopreservation procedure, researchers are seeking improve

embryos in vitro produced quality or change cryopreservation systems. The aim of this

work was to define parameters for the use of hydrostatic pressure as a new tool in the

process of vitrification of bovine embryos produced in vitro by evaluating the effects of

it on ultrastructurally and gene expression on these embryos. The results indicated that

embryo pressurization at 80 MPa had become deleterious to embryonic development.

But pressure level at 60 MPa for 1 hour improved hatching rate after embryo

vitrification compared to only vitrified group (79% vs 66%). And 1 hour after

pressurization would be the best time to vitrification, with higher rates of re-expansion,

hatching (90% and 74% respectively), increased speed of re-expansion after

vitrification/devitrification and higher abundance of ERG 25 transcripts at this time,

compared with the control group, immediately and 2 hours after the pressure.

Ultrastructurally, embryos submitted to pressure had greater amount of microvilli and

increased mitochondria hooded that control embryos. In the group of vitrified embryos

after pressure there were a greater number of nuclei per area when compared to the only

vitrified group. Certain levels of hydrostatic pressure treatment improved the in vitro

survival vitrified bovine embryos. Embryonic cells react in response to stress,
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increasing the expression of specific genes, such as ERG 25, and changing

ultrastructure, which may promote increased resistance to other stressful procedures,

such as vitrification.

Key words: hydrostatic pressure, vitrification, ultrastructure, gene expression.
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CAPÍTULO 1

1 INTRODUÇÃO

O primeiro nascimento bovino resultante da fecundação in vitro ocorreu em 9 de

junho de 1981 nos EUA (Brackett et al., 1982). Desde então, considerável avanço foi

alcançado nas técnicas de maturação, fecundação e cultivo in vitro, permitindo a

produção de embriões em condições artificiais (PIV).

No final da década de 90 iniciou-se o uso comercial desta técnica, mas só a

partir do ano de 2000 observou-se um contínuo e expressivo aumento na produção in

vitro de embriões. Na última divulgação da Sociedade Internacional de Transferência de

Embriões, embriões PIV representavam cerca de 30% do total de embriões produzidos

no mundo (Thibier, 2007).

O Brasil apresenta uma característica peculiar nessa estatística, pois produz

quase 70% do total de embriões PIV no mundo. Essa evolução começou em 2000, com

aumento gradual de embriões produzidos por essa técnica, e já em 2005, ocorreu uma

inversão entre embriões produzidos pela técnica clássica de TE e pela PIV e essa

diferença aumentou significamente nos anos subsequentes. Em 2006 foram transferidos

2700.000 embriões bovinos no Brasil, segundo a Sociedade Brasileira de Tecnologia de

Embriões (SBTE), sendo que deste total 70.000 foram produzidos pela técnica clássica

de Transferência de Embriões (TE) e 200.000 pela técnica de Produção in Vitro (PIV)

(Viana & Camargo, 2007). Esta informação reflete o enorme crescimento que obteve a

técnica de PIV nos últimos anos.

Uma limitação, contudo, continua evidente no sistema de PIV, os embriões são

mais susceptíveis à criopreservação que embriões produzidos in vivo (Lonergan et al.,

2003; Rizos et al., 2003). A criopreservação é uma ferramenta que permite o

armazenamento de material biológico por tempo indeterminado sem que este perca sua

atividade funcional, permitindo, portanto, a conservação de germoplasma animal.

Desde o primeiro relato de congelamento de embrião de camundongo por

Whittinghan et al. (1972) e de bovino por Wilmut et al. (1973) inúmeros trabalhos têm

sido desenvolvidos visando melhorar os métodos e resultados da criopreservação.
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A criopreservação de embriões bovinos produzidos in vivo permite a obtenção

de resultados de taxa de prenhez próximas às obtidas com embriões transferidos a

fresco, principalmente utilizando o método clássico de congelamento (Hasler, 2003).

Contudo, quando se trabalha com embriões produzidos in vitro (PIV) os resultados são

insatisfatórios (Agca et al., 1998; Tominaga, 2004, Seidel, 2006).

Embriões produzidos in vitro apresentam uma série de características diferentes

daqueles produzidos in vivo: maior quantidade de lipídeos, menor grau de compactação

(Van Soom et al, 1992), disco embrionário geralmente menor (Iawsaki et al, 1990),

junções incompletas entre células do trofoblasto e botão embrionário (Shamsuddin et

al., 1992), entre outras. Estas diferenças podem explicar, em parte, a maior sensibilidade

dos embriões produzidos in vitro ao processo de criopreservação.

Trabalha-se em duas vertentes para solucionar esse problema, uma voltada na

melhoria da qualidade do embrião, passando por: a) modificações nas condições de

cultivo para melhor mimetizar o microambiente encontrado in vivo, com adição de

fatores de crescimento, hormônios, anti-oxidantes e outras moléculas regulatórias

(Nedambale et al., 2006, Block et al., 2009); b) uso de meios definidos, sem a presença

de soro fetal bovino (SFB) (Nedambale et al., 2004, Gómez et al., 2008), sendo

substituído por álcool polivinílico ou ácido hialurônico (Stojkovic et al., 2002); ou c)

substituindo o SFB por albumina sérica bovina (BSA) (Rizos et al., 2002). Nos

trabalhos em que se realiza a substituição do SFB observa-se uma melhor qualidade

nos embriões produzidos, contudo com uma menor taxa de produção de embriões.

Outra vertente seria a modificação do sistema de criopreservação. A vitrificação

tem sido descrita como método de eleição para a criopreservação de embriões PIV, essa

técnica usa altas concentrações de crioprotetores e altas taxas de resfriamento. Vários

protocolos de vitrificação foram desenvolvidos: grades de cobre de microscopia

eletrônica (Martino et al., 1996a), técnica de open pulled straw – OPS (Vajta et al.,

1998), cryoloop (Lane et al., 1999a), microgotas (Papis et al., 2000), superfície sólida –

SSV (Dinnyes et al., 2000), grades de nylon (Matsumoto et al., 2001), sistema hemi-

straw (Vanderzwalmen et al., 2003), entre outros. Apesar de resultados satisfatórios de

taxa de sobrevivência desses embriões avaliados in vitro, o uso comercial tem mostrado

resultados inconstantes, sendo na maioria dos casos, baixas taxas de prenhez.

Pribenszky et al. (2005a) relataram uma melhora na taxa de sobrevivência de

embriões murinos submetidos a pressão hidrostática antes de serem vitrificados. O

estresse subletal causado pela pressão hidrostática ativaria a transcrição de genes que



3

produziriam proteínas capazes de proteger as células da crioinjúria (Wouters et al.,

1999). Essa técnica tem sido empregada em diferentes biotécnicas reprodutivas

(Pribenszky et al., 2005b; Kuo et al. 2007; Du et al., 2008a,b) e pode surgir como nova

ferramenta no procedimento de criopreservação de embriões PIV com melhoras nos

resultados.

1.1 Objetivo Geral

Avaliar o uso da pressão hidrostática antes do processo de vitrificação de

embriões bovinos produzidos in vitro.

1.2 Objetivos Específicos

1- Avaliar a taxa de sobrevivência de embriões submetidos a diferentes níveis e

tempos de pressão hidrostática, para determinar o melhor parâmetro (nível de

pressão e tempo) para uso da pressão hidrostática antes do processo de

vitrificação.

2- Caracterizar o efeito da pressão hidrostática na ultra-estrutura de embriões

bovinos produzidos in vitro.

3- Determinar o melhor momento para vitrificação de embriões submetidos a

pressão hidrostática, imediatamente, 1 hora ou 2 horas após serem

submetidos a pressão.

4- Quantificar a expressão dos genes Glutationa Peroxidase (GPX), Magnésio

Superóxido Dismutase (Mn-SOD), Metil Esterol Oxidase (Erg 25), Heat

shock protein 70 (HSP 70) e Cold inducible RNA- binding protein (Cirp-B)

imediatamente, 1 hora e 2 horas após os embriões serem submetidos a

pressão hidrostática.
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2 REVISÃO DE LITERATURA

2.1 Criopreservação de Embriões

A descoberta de Polge, Smith e Parkes (1949) que o glicerol proporciona

proteção à célula espermática no processo de congelamento e descongelamento, iniciou

um novo campo de estudos, a criobiologia, permitindo a conservação do material

genético por período inderteminado e com possibilidade de comercialização de forma

prática e segura.

Já a criopreservação de embriões começou a se tornar uma realidade a partir da

década de 60, pelo trabalho e dedicação de três pesquisadores, Stanley Leibo, Peter

Mazur e David Whittingham. Eles conseguiram preservar ovos fertilizados de

camundongo em nitrogênio líquido a -196 °C, que depois de descongelados mantiveram

sua viabilidade. Essa técnica pioneira foi primeiramente publicada na revista Science de

Outubro de 1972. No mesmo ano, Wilmut relatou sucesso nos seus resultados.

Wilmut e Rowson obtiveram nascimento de um bezerro após transferência de

embrião previamente congelado em 1973. A partir daí, a criobiologia se desenvolveu

paralelamente ao avanço das pesquisas relacionadas à produção de embriões,

transferência de embriões (TE) e produção in vitro de embriões (PIV), sofrendo

modificações graduais para ser usada como rotina (Mezzalira & Vieira, 2006). Alguns

protocolos permitem que embriões produzidos in vivo sejam criopreservados,

descongelados e transferidos para receptoras com taxas de prenhez próximas às obtidas

com embriões transferidos a fresco (Hasler, 2003). Contudo, a criopreservação de

embriões PIV ainda apresenta baixas taxas de prenhez após a transferência (Agca et al.,

1998; Tominaga, 2004).

2.1.1 Princípios da criopreservação

No processo de congelamento são observadas três fases distintas: uma fase

líquida, uma fase de transição e uma fase sólida. A fase líquida é a de menor
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importância nos processos convencionais, pois poucas células são afetadas neste

período. As fases de transição e a sólida de congelamento são críticas, já que os

principais eventos são desencadeados entre estas fases, quando a água é retirada sob

forma de gelo e ocorre concentração dos solutos (Mazur, 1980).

A figura 1.1 mostra o comportamento de tempo e temperatura no processo de

criopreservação de água pura e solução aquosa (solução de açúcar). O primeiro evento

térmico observado no diagrama é o fenômeno chamado de subresfriamento (A a B ou

B’), que refere-se a situação onde o líquido pode ser resfriado, temporariamente, abaixo

do ponto de congelamento sem que ocorra a formação de gelo. Este evento acontece

quando o calor é removido de um líquido tão rápido que as moléculas, literalmente, não

tem tempo de assumir sua estrutura sólida.

Figura 1.1 – Relação de tempo-temperatura para congelamento de água pura e

solução de açúcar (adaptado Franks, 1982).

Para ocorrer o congelamento nas condições de subresfriamento é necessário que

se forme um grupo pequeno e compacto de moléculas (chamado de “seed” ou

nucleção), que tem uma estrutura transiente similar ao gelo. No subresfriamento, tais

agrupamentos formam e dissolvem rapidamente, este é um estado de não-equilíbrio.

Contudo, se um aglomerado é maior que o tamanho crítico, ele torna-se energeticamente
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favorável para que outras moléculas se unam à estrutura crescendo através da amostra,

levando à cristalização ou congelamento.

A partir do ponto B ou B´ inicia-se a formação do “seed”, ocorre liberação do

calor latente de fusão e a temperatura aumenta instantaneamente, até a temperatura

inicial de congelamento, ponto C ou C´. A solução de açúcar apresenta diminuição do

subresfriamento quando comparado com água pura por dois motivos: início da

formação de “seed” mais rápido e ponto de congelamento mais baixo.

Para evitar um excessivo subresfriamento no processo de criopreservação a

cristalização é induzida no meio extracelular, pois quando ocorre a liberação do calor

latente de fusão, a brusca variação de temperatura seria letal ao embrião. A indução da

cristalização no meio extracelular é realizada com o auxílio de uma pinça, previamente

mergulhada em nitrogênio líquido, que é colocada em contato com a palheta, este

processo é denomidado de “seeding”.

Na água pura, a linha de C a D reflete o tempo em que está ocorrendo o

crescimento de cristais, e só iniciará o resfriamento quando toda a água congelável

tenha sido cristalizada. Durante a criopreservação da solução de açúcar, ocorre o

congelamento da água fora da solução, na forma de cristais de gelo puro. A solução

restante fica com alta concentração de soluto. Este evento leva a uma queda da

temperatura de congelamento desta solução, por isso em temperaturas bem abaixo do

ponto de congelamento, ainda permanece água na forma líquida.

No processo de criopreservação de uma célula, o maior volume da solução

extracelular congela primeiro que a solução intracelular, quando isto ocorre os solutos

extracelulares são concentrados em uma pequena quantidade de água não congelada,

pela maior concetração de soluto na solução extracelular a água sai do interior da célula

por osmose, causando a desidratação da célula, diminuindo a ocorrência de formação de

cristais de gelo no interior da célula.

De acordo com Mazur (1980), a formação de gelo intracelular e o efeito de

solução, são os principais danos causados à célula no congelamento e descongelamento.

Se a velocidade de congelamento é mais rápida que a ótima, a célula não tem

tempo suficiente para desidratar, consequentemente a água irá congelar no interior da

célula. Os cristais de gelo formado ocupam de forma irregular os compartimentos

intracelulares, podendo afetar a microestrutura de membranas e organelas,

comprometendo a função celular (Fahy et al., 1987), dependendo da quantidade e forma

dos cristais de gelo intracelulares podem ser irreversíveis (Mazur, 1980). Se a
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velocidade de congelamento é mais lenta que a ótima, leva a uma severa desidratação e

o chamado “efeito de solução” será o causador da redução da sobrevivência.

O “efeito de solução” é causado nas células pelo aumento da concentração de

solutos intracelulares durante a desidratação. Altas concentrações de eletrólitos afetam

interações iônicas, incluindo aquelas que ajudam a estabilizar o estado nativo das

enzimas. Desdobramento e desnaturação de enzimas são frequentemente irreversíveis.

A correlação entre taxa de congelamento e injúria celular segue as seguintes

regras:

- danos causados pelo efeito de solução é minimizado durante rápido

congelamento, mas permite a formação de cristais de gelo;

- congelamento lento aumenta os danos pelo efeito da solução por causa do

amplo tempo que a célula tem para desidratar.

Baseado nessas informações, a taxa de resfriamento deve ser rápida o suficiente

para minimizar o “efeito de solução” e ao mesmo tempo devagar o suficiente para

previnir a formação de cristais de gelo.

Além destes, outros fatores podem causar danos a célula no processo de

criopreservação, como: toxicidade do crioprotetor; injúria pelo resfriamento e danos de

fratura.

2.1.2 Crioprotetores

Segundo Dobrinsky (1996), crioprotetores são solutos orgânicos adicionados ao

meio com o intuito de proteger os embriões dos efeitos deletérios da formação de

cristais de gelo intra e extracelular durante o processo de congelamento e

descongelamento. Uma das principais funções dos crioprotetores é justamente substituir

e/ou remover a água intracelular.

Agentes crioprotetores reduzem os danos causados pelo congelamento, mas são

tóxicos para as células, essa toxicidade refere-se ao estresse osmótico e toxicidade

química (Leibo, 1981). Características necessárias para um bom crioprotetor são alta

solubilidade, baixa toxicidade e baixo peso molecular, para facilitar a permeabilidade na

membrana (Hafez, 1993).
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Os crioprotetores podem ser divididos em dois grupos de acordo com a sua

habilidade de difusão através da membrana celular, denominados de crioprotetores

permeáveis e não permeáveis (Hafez, 1993).

Crioprotetores permeáveis são moléculas de baixo peso molecular que

facilmente penetram nas membranas celulares. Após adicionado ao meio, o crioprotetor

diminui o ponto de fusão e aumenta a viscosidade da solução, reduzindo a difusão pela

solução. Estas características permitem ao embrião ser resfriado suficientemente

devagar para que ocorra maior grau de desidratação, o que previne a formação de

cristais de gelo intracelulares (Schneider e Mazur, 1984).

Os crioprotetores permeáveis mais utilizados são glicerol (GLY),

dimetilsulfóxido (DMSO), propilenoglicol (PG) e etilenoglicol (EG). O primeiro

crioprotetor usado foi o glicerol, em 1949. Cada um desses crioprotetores apresentam

diferentes características, como maior ou menor permeabilidade e toxidade, isto

determina sua eficiência e seu uso de forma prática (Hafez, 1993).

Quando o embrião é exposto ao glicerol, inicialmente, ele contrai pela saída de

água, isto ocorre pela solução hiperosmótica extracelular e pela membrana celular ser

muito mais permeável à água do que ao crioprotetor. A contração continua até que

efluxo de água seja balanceado pelo influxo de crioprotetor, forçando um aumento

gradual no volume (Wolfe e Bryant, 2001).

A remoção do crioprotetor no pós-descongelamento é uma etapa igualmente

importante na sobrevivência do embrião. Se o embrião for colocado diretamente no

meio de cultivo ocorre um influxo de água excessivo podendo romper a célula, já que a

entrada de água ocorre mais rápido que a saída do crioptrotetor. Duas alternativas

foram, inicialmente, sugeridas para promover a rehidratação, a primeira seria a

passagem dos embriões por concentrações decrescentes de glicerol até a solução de

manutenção do embrião (Bilton e Moore, 1979; Pettit, 1985; Wright, 1985). Já Leibo

(1982) postulou uma segunda forma, que incluiria uma solução de 0,25 M de sucrose na

palheta, esta concentração no meio de rehidratação previniria a rápida entrada de água

para a célula e o crioprotetor deixaria o interior da célula por difusão passiva. A partir

destes, várias outros métodos foram propostos para retirada do crioprotetor sem causar

danos à célula (Fahing e Garcia, 1992).

O etilenoglicol foi utilizado como crioprotetor a partir de 1977 (Miyamoto e

Ishibashi), apresentando menor toxicidade e menor peso molecular dentre os demais. A

maior permeabilidade pela membrana celular permite utilizá-lo sem que seja necessário
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diferentes etapas no processo de descongelamento, como banhos em diferentes

concentrações de crioprotetor ou uso de sucrose (Bracke e Nieman, 1995). Desta forma,

o embrião pode ser descongelado e transferido diretamente para a receptora, tornando

muito prático a sua utilização.

Os crioprotetores não permeáveis permanecem no compartimento extracelular e

carream água livre do interior da célula, causando a desidratação do espaço intracelular.

Além disso, tem função de estabilizar e preservar proteínas da membrana celular

durante o remoção do crioprotetor (Borland et al., 1976) e alterar a formação dos cristais

pra um tamanho e formato inócuos (Palasz & Mapletoft, 1996). Estes crioprotetores são

utilizados em associação com os permeáveis, principalmente durante a fase de

descongelamento (Jain e Paulson, 2006). A sucrose é o crioprotetor não permeável mais

comumente usado, mas outros dissacarídeos também são empregados, como galactose,

glicose e trealose.

Vários organismos são capazes de sobreviver ao congelamento, incluindo alguns

sapos, insetos, nematóides, bactérias e fungos, através do acúmulo de açúcares, tais

como trealose, sucrose e glicose, contudo a membrana celular de mamíferos é

praticamente impermeável a açúcares. Para superar a barreira de permeabilidade das

membranas celulares a açúcares, Eroglu et al (2000) transformaram células de

fibroblastos e queratinócitos, que passaram a formar poros transmembrânicos na

bicamada lipídica. Estes poros podiam ser abertos ou fechados pela remoção ou adição

de concentrações micromolares de íons de zinco. Após a introdução de trealose

intracelular eles reportaram melhora na sobrevivência de células mamíferas pós

descongelamento. Contudo, quando foi introduzido trealose diretamente em oócitos e

zigotos de camundongos, pela técnica de microinjeção, não se observou melhoras nas

taxas de produção de embriões e de prenhez (Eroglu et al., 2003).

Polímeros ou macromoléculas também são usados como crioprotetores

extracelulares, tais como polivinilpirrolidona (PVP), polietilenoglicol (PEG), álcool

polivinil, hialuronato de sódio, ficoll e dextran (Palasz, 1993). Mesmo não penetrando

na célula, eles podem reduzir a quantidade de crioprotetor intracelular necessário para

vitrificação, reduzindo a toxicidade da solução. Um polímero pode reduzir a

concentração mínima de crioprotetor que é requerido para vitrificação em 7% e em até

24% em combinação com o aumento da pressão hidrostática (Fahy et al., 1984).

Vários trabalhos avaliaram o potencial efeito da adição de macromoléculas na

solução de vitrificação. Lane et al. (1999b) obteviveram melhores taxas de
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sobrevivência congelando embriões bovinos usando ficoll, já Laowtamathron et al

(2005) não encontraram efeito benéfico usando esse polímero. O´Neill et al (1997)

observaram que a adição de PEG resultou numa melhora na viabilidade de ovócitos

criopreservados.

2.1.3 Métodos de criopreservação

Existem duas formas básicas de criopreservação das células, ambas têm sido

usadas com sucesso para preservar uma variedade de diferentes tipos celulares,

incluindo espermatozóides, ovócitos e embriões:

- criopreservação com equilíbrio – onde as células são colocadas em baixas

concentrações de crioprotetores (em torno de 10% - 1,5M) e com taxa de resfriamento

entre 0.3 a 2 °C/min.

- criopreservação sem equilíbrio – onde as células são expostas muito

rapidamente a altas concentrações de crioprotetores (em torno de 40% - 6 a 8 M) e com

altas taxas de resfriamento >500°C/min.

2.1.3.1 Congelamento lento ou clássico

O congelamento lento é o principal método aplicado na criopreservação de

embriões. Durante a fase inicial, os embriões são expostos e equilibrados com

crioprotetores, então, são submetidos ao resfriamento, a taxa de resfriamento ocorre

numa velocidade entre 0,3 a 0,5 °C/min. O resfriamento controlado inicia entre -5°C e -

7°C, nesse momento é necessário induzir a cristalização do meio extracelular (seeding -

detalhado anteriormente). A temperatura em que as palhetas são imersas no nitrogênio

líquido varia de -30 a -89 °C (Whittingham et al., 1972; Willadsen, 1977).

Embriões com curva de resfriamento mais longa chegando a -60 °C desidratam

mais que aqueles que são imergidos no nitrogênio líquido a -30 °C, este último ainda

mantem resíduo de água, para evitar recristalização no momento do descongelamento, a

taxa de aquecimento deve ser rápida, em torno de 300 °C/min, por isso as palhetas são
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retiradas do nitrogênio e descongeladas em água com temperatura entre 25 e 36 °C. Na

curva mais longa de resfriamento, o descongelamento deve ocorrer de forma mais

gradual, numa taxa em torno de 20°C/min (Willadsen, 1977).

O último passo após o descongelamento é a remoção dos crioprotetores dos

embriões, com diferenças dependendo do crioprotetor utilizado (detalhado no item

anterior).

Wilmut e Rowson obtiveram sucesso na criopreservação de embrião mamífero

utizando uma curva de resfriamento longa, chegando a -80°C, obtendo o nascimento de

um bezerro em 1973.

Em 1977, Willadsen modificou o método proposto por Whittingham et al.

(1972). Willadsen criopreservou embriões de ovinos e bovinos numa velocidade de

resfriamento de 0,3 oC/min, até a temperatura de -36 oC, então as palhetas foram imersas

em nitrogênio líquido. O ponto crítico para o sucesso dessa técnica é que as amostras

devem ser aquecidas rapidamente. Este é considerado o método clássico para

criopreservação de embriões de diferentes espécies, utilizado nos laboratórios de

reprodução humana e reprodução animal.

Resumidamente, essa técnica por ser descrita da seguinte forma, embriões são

expostos ao crioprotetor a +20 °C por período entre 10 e 15 minutos, resfriados a -7 °C,

momento em que o “seeding” é realizado. Então, entram numa descida de resfriamento

entre 0,3 a 0,5 °C/min até uma temperatura de -30 a -35 °C, antes de serem emergidos

em nitrogênio líquido. Esta curva de resfriamento pode ser efetuada através de

equipamento manual com auxílio do cilindro de congelamento ou por meio de

equipamentos eletrônicos, que permitem de forma automática a obtenção de uma curva

precisa (Rumpf et al, 2004).

Rall (2001) relatou que embriões de 22 espécies de mamíferos foram congelados

usando este método.

2.1.3.2 Congelamento rápido e ultra-rápido

Métodos rápidos de congelamento incluem um curto período de equilíbrio entre

embrião e crioprotetor, seguido pela manutenção da palheta a baixa temperatura (-5 até -
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30°C) por 25 a 30 minutos (Chupin 1986, 1987) ou colocá-la no vapor de nitrogênio por

1 ou 2 minutos antes de serem imergidas no nitrogênio líquido.

Os parâmetros para sucesso dessa técnica incluem diferentes tipos, combinações

e concentrações de crioprotetores, o estágio de desenvolvimento do embrião e o tempo

de pré-exposição para que ocorra a desidratação (Cseh et al., 1997).

Esta técnica pode ser aplicada utilizando glicerol, propilenoglicol e DMSO, mas

o melhor resultado foi utilizando etilenoglicol, sempre em associação com um

crioprotetor não permeável, como a sucrose (Gutierrez et al., 1993). Etilenoglicol

penetra facilmente pela membrana e restringe a formação de cristais de gelo, além de

ser menos tóxico que os demais mesmo em altas concentrações (Kasai et al., 1981)

Apesar de resultados satisfatórios, essa técnica alcançou pouco emprego

comercial.

2.1.3.3 Vitrificação

O processo da vitrificação é rápido, dispensa o uso de equipamentos caros e

sofisticados. As taxas de sobrevivência são aceitáveis tanto para o embrião in vivo como

in vitro, apesar das grandes diferenças bioquímicas e morfológicas existentes entre os

dois (Massip et al.,1995; Pugh et al., 2000; Dobrinsky, 2002; Nedambale et al., 2004;

Xu et al., 2006).

A técnica de vitrificação consiste em submeter os embriões a altas concentrações

de crioprotetores associado a uma alta velocidade de resfriamento, passando do estado

líquido ao estado vítreo sem a formação de cristais de gelo (Kasai et al., 1990). Nessa

técnica é necessário manter um balanço entre vários fatores que causam danos ao

embrião, como formação de cristais de gelo, injúrias osmóticas, efeitos tóxicos do

crioprotetor entre outros (Vajta, 2000; Kaidi et al., 2001).

Se um líquido é resfriado suficientemente rápido, pode evitar o congelamento e

ser vitrificado. As taxas de resfriamento são extremamente altas para líquidos puros (por

exemplo, 10 milhões de graus por segundo para água pura), porém, mais realista para

soluções, taxas de resfriamento entre 100-1000 °C/min são suficientes para alcançar a

vitrificação em soluções de crioprotetores.
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As altas concentrações de crioprotetores apresentam toxicidade e podem causar

danos às células. Esta toxicidade pode ser minimizada através da exposição breve aos

crioprotetores ou através de rápidas taxas de resfriamento (Vajta et al., 1998), que

também tem a vantagem de diminuir as injúrias celulares pela passagem direta pela

zona perigosa de resfriamento entre +15ºC e –5ºC (Martino et al., 1996b; Zeron et al.,

1999).

Rall e Fahy (1985) foram os primeiros a relatarem a vitrificação como nova

técnica de criopreservação de embriões, usando combinação de três crioprotetores

permeáveis e um não-permeável, DMSO, acetamina, propilenoglicol e polietilenoglicol.

Em 1992, Ishimori et al. compararam seis diferentes soluções de vitrificação e

concluiram que glicerol e DMSO assim como etilenoglicol e DMSO seriam as melhores

opções para uso como soluções de vitrificação, sendo que a segunda solução tem a

vantagem de poder ser usada tanto em mórulas quanto blastocistos (Cseh et al., 1999).

Durante os últimos anos inúmeros agentes crioprotetores vêm sendo utilizados em

diferentes concentrações e combinações (Dattena et al., 2004).

Além disso, novas técnicas de vitrificação vem sendo desenvolvidas com o

objetivo de evitar as crioinjúrias, aumentando as taxas de resfriamento e aquecimento.

Tendo como princípio básico a utilização de pequenos volumes de solução de

vitrificação, que permite um resfriamento mais rápido e a redução de fraturas celulares

(Arav et al., 2002), ou uso de nitrogênio líquido super-resfriado, que chega a

temperatura de -210 ºC (Werlich et al., 2005; Yavin et al., 2009). Algumas técnicas de

vitrificação são descritas abaixo.

A técnica de microgota, consiste em colocar uma gota de solução, juntamente

com o embrião, diretamente no nitrogênio líquido. Foi utilizada em embriões de

camundongo e bovinos (Landa & Tepla, 1990, Riha et al., 1991, Papis et al., 2000). A

melhora desse método foi a colocação dos embriões em grades de cobre de microscopia

eletrônica antes de serem vitrificados em nitrogênio líquido (Martino et al., 1996a).

Outro avanço no uso da técnica microgotas foi a utilização de uma superfície de

metal resfriada na temperatura do nitrogênio líquido, chamada de superfície sólida de

vitrificação, SSV, nessa superfície era colocada as microgotas com os embriões

(Dinnyes, 2000; Bagis et al., 2002, 2004). Xu et al. (2006) obtiveram boas taxas de

prenhez de embriões obtidos in vitro usando sêmen sexado e vitrificados usando SSV.

Vajta et al. (1998) propuseram uma nova técnica, utilizando uma palheta de 0,25

ml esticada no calor, tendo seu volume interno metade do volume da original,



14

denominada de “open pulled straw” – OPS. Com a palheta de 0,25 ml se consegue uma

taxa de resfriamento, quando colocadas diretamente no nitrogênio líquido, de

2.500ºC/min, enquanto com a OPS essa taxa sobe para 20000 ºC/min. Uma alternativa

para a OPS é a técnica de micropipeta de vidro, GMP (Kong et al., 2000), que permite

maior taxa de congelamento do que a OPS, pela maior conductividade do vidro e pelo

menor volume da solução onde está o embrião. Entretanto, não foi observada diferença

nos resultados obtidos de embriões vitrificados pelo método de OPS e GMP (Cho et al.,

2002). Esta técnica ainda possui uma limitação devido a fragilidade da micropipeta,

sendo freqüentemente quebrada ou rachada próximo a extremidade mais fina.

A técnica de cryotop segue o princípio de mínimo volume, este sistema consiste

de um fino filme de polipropileno conectado a uma haste de plástico. Neste filme os

ovócitos ou embriões são colocados num volume muito pequeno (<0,1µl) e

mergulhados diretamente no nitrogênio líquido (Kuwayama et al., 2005). Cryotops têm

sido usados com sucesso na criopreservação de ovócitos e embriões humanos (Antinori

et al., 2007; Cobo et al., 2008), e ovócitos de éguas, vacas, ovelhas e búfalas (Chian et

al., 2004; Bogliolo et al., 2006; Succu et al., 2007).

Comparando os danos da criopreservação causadas ao embrião durante o

congelamento clássico e a vitrificação (Tabela 1.1) pode-se observar que na vitrificação

não há a formação de gelo e que durante o resfriamento o risco de danos ao embrião é

baixo. Entretanto, os embriões vitrificados têm um maior risco de sofrer as injúrias

osmóticas e tóxicas, devido à alta concentração do crioprotetor utilizado nas soluções de

vitrificação (Vajta et al., 1998).

Tabela 1.1 – Comparação entre congelamento clássico e a vitrificação nas injúrias

causadas no sistema de criopreservação.

Injúrias Congelamento clássico Vitrificação
Formação de cristais de gelo +++ -
Injúrias osmóticas + +++
Injúrias tóxicas + +++
Danos de rompimento ++ ++
Injúrias ao resfriamento +++ +
+++ = risco alto; ++ =médio risco; + = risco baixo; - = não apresenta. Fonte: Vajta, G.
(comunicação pessoal)
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Porém, as injúrias causadas neste método diminuem com uma maior velocidade

de congelamento, fato comprovado pelos resultados obtidos na comparação direta entre

técnicas de vitrificação e congelamento lento usando embriões PIV (Nedambale et al.,

2004; Mucci et al., 2006), com taxas de sobrevivência e eclosão sempre maiores nos

grupos vitrificados.

Por essas características a vitrificação tem sido a técnica de eleição para a

criopreservação de embriões bovinos produzidos in vitro.

2.2 Pressão Hidrostática

Pressão hidrostática (PH) é uma variável termodinâmica presente na biosfera

que pode variar de 1 a 1100 atmosferas (atm), da superfície da terra até as maiores

profundidades dos oceanos (1 atm = 0,101 megapascal, MPa = 1,013 bar; para evitar

confusão MPa será utilizado em todo texto). Em termos de volume ocupado a maioria

da biosfera é composta de ambientes com alta pressão, já que os oceanos cobrem 70%

da superfície da terra.

Os efeitos físico-químicos causados pela pressão são bem estabelecidos e estão

relacionados com mudanças no sistema de volume, sendo que a resposta desse sistema é

governada pelo princípio de Le Chatelier. O princípio postula que quando uma reação é

acompanhada por um aumento de volume ela é inibida pelo aumento da pressão e

quando a reação é acompanhada por uma diminuição no volume ela é acelerada pelo

aumento da pressão (Palou et al., 1997). Uma definição distinta entre pressão e

temperatura é que a temperatura simplesmente acelera as reações definidas pela equação

de Arrhenius, enquanto a pressão pode acelerar, inibir ou não afetar a reação,

dependendo da mudança no sistema de volume.

Contudo, os efeitos da pressão hidrostática em sistemas biológicos in vivo e in

vitro são muito complexos e ainda não estão totalmente definidos. Mesmo conhecendo

o resultado de uma reação bioquímica, ainda é difícil predizer como a pressão

hidrostática pode afetar vias metabólicas ou aumentar o pool de metabólitos de

organismos vivos.

Existe um crescente interesse no entendimento e potencial aplicações de

organismos que vivem em ambientes sobre extrema pressão, piezófilos (Abe et al.,
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1999; Bartlett, 2002), e também sobre a influência da pressão hidrostática em

organismos que vivem na pressão de 1 atmosfera, mesófilos, principalmente em

microorganismos patogênicos, uma vez que a pressão hidrostática tem sido utilizada

como nova técnica na pasteurização de alimentos (Knorr, 1999; Hayashi, 2002, Ritz, et

al., 2002; Spilimbergo et al., 2002).

2.2.1 - Aspectos biológicos da pressão hidrostática

Pressão hidrostática, como um importante fator ambiental, possui grande efeito

sobre funções biológicas e viabilidade de organismos. O estresse causado pela pressão

hidrostática pode levar a alterações nas membranas biológicas (Yager e Chang, 1983;

Aldridge e Bruner, 1985; Schuster and Sleytr, 2002; Tauc et al., 2002), proteínas

(Jaenicke, 1991; Gross e Jaenicke, 1994; Silva, et al., 2001;), RNA e DNA (Murakami e

Zimmerman, 1973) e o metabolismo celular (Ernest, et al. 1966; Abe, et al., 1999).

Estas alterações podem causar inibição de crescimento ou morte celular, dependendo da

magnitude utilizada, assim como do tempo de exposição em combinação com

temperatura, pH, suporte de oxigênio e, também, pela sensibilidade dos diferentes

organismos à pressão.

A desnaturação protéica e danos na membrana são os principais fatores

correlacionados com a inativação de bactérias submetidas a pressão hidrostática

(Erijman & Clegg, 1998; Ganzle & Vogel, 2001). Contudo, permanece incerto se esses

danos são a causa direta da morte celular.

Um modelo alternativo foi proposto, baseado nos estudos de inativação térmica

em Salmonela, onde os danos causados por um estresse subletal induziu desequilíbrio

metabólico, levando a um grande aumento das espécies reativas de oxigênio (ROS) que

são responsáveis pela morte celular (Aldsworth et al., 1998). As ROS causam

peroxidação lipídica, oxidação de proteínas, inativando enzimas, além de induzir a

fragmentação do DNA nuclear. O estresse oxidativo também foi induzido em E. coli

submetidas a pressão hidrostática, tendo grande aumento quando usado uma pressão

acima de 150 MPa (Aertsen et al., 2005). O efeito causado pelo estresse oxidativo será

letal se o sistema de reparo não entrar em ação o mais rápido possível, atuando na

retirada destas ROS, estes agentes de reparo são definidos como anti-oxidantes
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(Halliwell & Gutteridge, 1989) e podem ser divididos em não-enzimáticos

(glutationa/GSH, cistina, hipotaurina, piruvato, entre outros) e enzimáticos (superóxido

desmutase/Mn-SOD, catalase e glutationa peroxidase/GPX)

Utilizando pressão hidrostática no intervalo de 30 a 50 MPa ocorre inibição de

crescimento na maioria dos organismos (Bartlet, 2002), já que o início da replicação do

DNA é um dos processos mais sensíveis à pressão (Abe et al., 1999). Além disso,

ribossomos livres se dissociam em pressões acima de 60 MPa (Gross et al., 1993), isto

acontece pois a dissociação de ribossomos livres é acompanhada por uma grande

diminuição do volume, este evento também limita o crescimento celular em condições

de pressão.

Já o efeito causado pela pressão acima de 200 MPa é letal em grande parte dos

organismos. Procariotos, contudo, são mais resistentes à pressão que eucariotos, por

exemplo, o fungo Sacaromices cerevisaei é morto sobre pressão de 150 MPa (Iwahashi

et al., 1991), já para bactéria Eschericia coli é necessário uma pressão de 550 MPa para

ser letal (Sonoike et al., 1993).

A temperatura exerce forte relação no efeito letal causado pela pressão

hidrostática. Sonoike et al. (1993) demonstraram que Lactobacillus casei após

submetidos a pressão de 300 MPa e temperatura de 00C e 600C apresentavam maior

taxa de morte do que utilizando a mesma pressão na temperatura de 200C. Para

Sacaromices cerevisaie, pressão de 40 MPa na temperatura de 40C é letal, contudo na

mesma pressão e temperatura de 250C os fungos permanecem aptos a crescerem

(Iwahashi et al., 2003). Eschericia coli submetidas a 150 e 250 MPa e temperatura de -

100C e -200C apresentaram uma maior taxa de inativação do que a 250C. Já na pressão

de 450 e 550 MPa esse efeito da temperatura se inverte, sendo a taxa de inativação

maior a 250C do que a -10 e -200C (Moussa et al., 2007).

A membrana celular é considerada o sítio primário para danos causados pela

pressão (Palou et al.,1997). Avaliações por microscopia eletrônica mostraram que

pressão induz mudanças na parede celular e citoesqueleto de fungos, por conseguinte na

dinâmica das membranas celulares (Fernandes et al., 2001), alterando sua

funcionalidade como o transporte ativo ou permeabilidade passiva e também pertubando

o balanço físico-químico da célula.

As alterações observadas nas membranas estão relacionadas com a sensibilidade

de lipídeos a pressão, o aumento da pressão acentua a ordem das cadeias de

hidrocarbono, provocando um aumento da espessura da bicamada lipídica (Braganza &
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Worcester, 1986). O estado físico dos lipídeos que envolvem as proteínas de membrana

tem papel importante na ligação entre membrana-enzima e existe considerável evidência

que a pressão promove mudanças neste estado físico, acarretando a perca deste contato.

Outro efeito observado após a pressão hidrostática é alteração na composição

das membranas celulares, muitos organismos marinhos modulam a fluidez da

membrana em resposta a pressão (Cossins & Macdonald, 1989), aumentando a

proporção de ácidos graxos insaturados em peixes capturados em maiores

profundidades.

Bactérias Photobacterium profundum (SS9), encontradas em grandes

profundidades, apresentavam uma maior proporção de ácidos graxos monoinsaturados e

poliinsaturados (Allen & Bartlett, 2002). A presença de ácidos graxos poliinsaturados é

incomum na maioria das bactérias, mas presente em alta proporção em bactérias

isoladas de ambientes com baixa temperatura e oceanos profundos (Yano et al., 1997).

Esse aumento na proporção de ácidos graxos insaturados estaria relacionado com a

resistência de bactérias a alta pressão e baixa temperatura (Sahara et al., 2002).

Algumas hipóteses foram levantadas visando explicar o aumento da insaturação

na membrana de organismos que vivem em alta pressão. A pressão causaria o

estreitamento das cadeias de ácidos graxos na membrana de fosfolipídeos, alterando a

estrutura física da mesma. Pelo forte empacotamento das cadeias acil, a membrana

assume uma forma onde a movimentação molecular fica restrita, então, o aumento da

insaturação de ácidos graxos poderia ser para manter a membrana com certo alcance de

viscosidade (Macdonald & Cossins et al., 1985). Também foi sugerido que organismos

buscam uma otimização na permeabilidade de íons através da membrana com um

propósito energético, como a translocação de prótons e síntese de ATP, ou seja, após a

pressão a membrana sofreria uma reestruturação visando manter a permeabilidade de

íons (Van de Vossenberg et al., 1995). O aumento na insaturação de ácidos graxos pode

compensar a alteração da membrana quando submetida a alta pressão.

A indução da expressão de determinados genes foi relacionada com o aumento

da insaturação na membrana lipídica das células. Em fungos, ficou caracterizado que

após o estresse por pressão hidrostática ocorre uma indução do gene OLE 1 que codifica

para ∆9 desaturase, aumentando a insaturação de ácidos graxos (Fernandes et al., 2004).

Estresses induzidos por choque osmótico, variação de temperatura, pressão

hidrostática e etanol causam desestabilização de membrana e aumentam a expressão do

gene ERG 25, que é uma enzima esterol desaturase envolvida na biosíntese do
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ergosterol. O ergosterol é uma molécula similar ao colesterol, contudo apresenta uma

cadeia insaturada, já o colesterol apresenta cadeia saturada. A biosíntese deste esterol

envolve duas etapas, de acetato a farnesil pirofosfato e então a ergosterol. Fernandes et

al. (2004) avaliando o padrão de expressão em fungos submetidos à pressão

hidrostática, demonstraram que ERG 25 estava altamente expresso, sugerindo que esta

molécula pode ser um importante protetor de membranas celulares sob pressão

hidrostática.

A influência da pressão na expressão de genes e produção de proteínas tem sido

muito estudada (Gross & Jaenicke, 1994; Takahashi et al., 1997; Fernandes, 2005).

Foguel & Silva (2004) mostraram que a associação de proteína e DNA é menos estável

sob pressão, demonstrando que alta pressão pode interferir com processos

transcricionais, alterando expressão genômica.

Mentré e Hui (2001) revisaram o efeito da pressão em células vivas,

demonstrando que, na maioria dos casos, a expressão de genes é inibida quando as

células são submetidas à pressão, contudo algumas proteínas específicas de estresse são

sintetizadas, como por exemplo, “heat shock proteins” (HSP) e “cold shock proteins”

(CSP) (Welch et al., 1993; Wemekamp-Kamphuis et al., 2002). Além de inibir ou

estimular a síntese protéica, pressão hidrostática pode alterar a sua estrutura, levando a

conformações parcialmente ou completamente desdobradas e até mesmo a desnaturação

protéica (Yayanos e Pollard, 1969).

Análise de 6.200 genes conhecidos de Saccharomyces cerevisae mostrou que

5% dos genes foram afetados pela pressão hidrostática, sendo que genes envolvidos na

defesa, no estresse e no metabolismo de carboidratos foram altamente induzidos pela

pressão, enquanto genes envolvidos na transcrição celular, síntese protéica e regulação

do ciclo celular tiveram uma diminuição na expressão (Fernandes et al., 2004).

A exposição de Eschericia coli à pressão de 53 MPa resultou na indução de 55

proteínas, incluindo 11 HSPs e 4 CSPs. Pressão é o único agente indutor de estresse

conhecido que, simultaneamente, induz tanto as proteínas HSP e CSP (Welch et al.,

1993). Alta pressão induzindo proteínas heat shock têm sido confirmado em outros

estudos com E. coli assim como em células humanas (Haskin et al., 1993). Alguns dos

efeitos conhecidos da pressão nos sistemas biológicos podem explicar o aparente

paradoxo de estimulação simultânea de “heat shock” e “cold shock”. Alta pressão e alta

temperatura desestabilizam a proteína quartenária e promovem a perda da estrutura
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terciária. E por outro lado, alta pressão e baixa temperatura tem efeito similar na síntese

de proteínas e estrutura de membrana.

As HSPs foram originalmente identificadas como proteínas, cuja expressão foi

marcadamente aumentada pelo calor. São, tradicionalmente, classificadas pelo peso

molecular. Apesar da intensidade e duração do estímulo do calor necessário para induzir

a expressão das HSPs variar consideravelmente entre os tecidos celulares, uma

exposição que envolve o aquecimento das células de mamíferos a 42-45ºC por 20 a 60

minutos, revertendo-os depois para temperatura de manutenção (37-39ºC), já promove

alteração. A indução da expressão das HSPs inicia poucos minutos após o princípio do

estresse térmico, podendo seu pico de expressão ocorrer até diversas horas depois do

procedimento (SONNA et al., 2002).

Proteínas associadas ao estresse apresentam funções variadas: a) regulação do

estado oxidativo das células, atuando como antioxidantes; b) regulação protéica; c)

participam da síntese de trealose, que é um estabilizador de membranas; e d) como

chaperonas. As chaperonas ajudam a evitar a agregação de proteínas desnaturadas e

auxiliam no retorno dessas proteínas à sua forma nativa, além de auxiliar na montagem

final, bem como na síntese, dobramento e degradação de proteínas (Ellis, 1987). As

chaperonas mais comuns são as HSP-40, HSP-60, HSP-70 , HSP-90 e HSP-100

(Hohman & Mager, 1997).

As HSPs podem estar relacionadas ao processo de criopreservação, Huang et al.

(1999) publicaram que a diminuição da proteína de choque HSP 90 está associada ao

declínio na motilidade espermática durante o resfriamento de espermatozóide suíno.

As CSPs são induzidas por um choque subletal causado pelo resfriamento

(Phadtare et al., 1999). Estas proteínas têm como funções fisiológicas proteger e

restaurar conformações nativas de RNA durante o estresse, atuando como chaperonas de

RNA e também como ativadoras de transcrição (Graumann e Marahiel, 1999),

evidenciando sua importante função na proteção ao congelamento (Wouters et al.,

1999). Contudo, as CSPs não são induzidas apenas pelo choque de resfriamento, em

Escherichia Coli, por exemplo, um tipo de CSP é induzido por estresse nutricional

(Yamanaka et al., 1998).

Sabendo que diferentes agentes estressores promovem um aumento na expressão

de HSPs e CSPs (Welch et al, 1993), algumas pesquisas foram conduzidas com o intuito

de obter uma proteção-cruzada utilizando estes diferentes fatores estressantes.

Wemekamp-Kamphuis et al. (2002) encontraram um nível de sobrevivência de Listeria
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monocytogenes 100 vezes maior quando estas bactérias foram submetidas a um choque

por resfriamento antes da pressurização do que as células que foram mantidas apenas a

370C e depois pressurizadas.

Diferente das pesquisas de microbiologistas de alimentos que usam a pressão

hidrostática como forma de eliminação de agentes patológicos, este trabalho busca usar

a pressão hidrostática como alternativa na melhora da sobrevida de embriões bovinos

PIV criopreservados, tendo como princípio básico a proteção cruzada. Este princípio

está sendo confirmado em pesquisas usando diferentes tecnologias de reprodução

assistida, como descrito no tópico seguinte.

2.2.2 Uso da pressão hidrostática em técnicas de reprodução assistida

Mais recentemente, a pressão hidrostática tem sido empregada em associação

com técnicas de criopreservação de gametas e embriões. Utilizando como princípio o

aumento da resistência ao estresse, principalmente pela alteração de perfil de proteínas,

aumentando e estabilizando proteínas de choque nas células submetidas ao pré-

tratamento com pressão hidrostática.

Embriões murinos foram pré-tratados com pressão hidrostática antes da

criopreservação e obtiveram uma taxa de sobrevivência e eclosão melhor do que os

embriões não tratados e igual ao grupo controle (Pribenszky et al., 2005a). Nesse

primeiro trabalho também foi observado que à medida que se aumenta o nível de

pressão utilizada, menos tempo esse embrião suporta a pressão hidrostática.

Em bovinos, o sêmen tratado com pressão hidrostática usando 30 MPa por 90

minutos apresentou melhora na motilidade e morfologia espermática pós

descongelamento de touros que apresentavam histórico de sêmen com baixa

congelabilidade. Além disso, aumentou em 8% a taxa de não retorno ao cio após

inseminação artificial (Pribenszky et al., 2007).

Em suínos, igualmente, o sêmen submetido a PH demonstrou melhora na

motilidade após o descongelamento usando 20 ou 40 MPa por 80 ou 120 minutos

(Pribenszky et al., 2005b). Marras inseminadas com sêmen congelado após o tratamento

com PH apresentavam tamanho de leitegada igual ao grupo de animais inseminadas

com sêmen fresco (Kuo et al., 2007), resultado importante já que o uso de sêmen
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criopreservado apresenta como principal característica o menor tamanho da leitegada

quando comparado com inseminação usando sêmen fresco (Roca et al., 2006).

Para entender os possíveis mecanismos pelos quais o tratamento com PH

melhora as taxas de motilidade e fertilidade de sêmen congelado de suínos e bovinos,

Huang et al. (2009) avaliaram o perfil de proteínas antes e após o congelamento de

sêmen suíno, tratados ou não com PH. Sete proteínas apresentavam níveis diferentes

após o congelamento quando comparadas ao sêmen suíno à temperatura ambiente.

Sendo que destas, três estavam significativamente maiores apenas nas amostras tratadas

com PH, tanto nas amostras resfriadas a 50 C quanto nas descongeladas. A primeira,

complexo ubiquinol-citocromo c-redutase, é uma das cinco enzimas envolvidas no

sistema de fosforilação oxidativa, ou seja, na geração bioquímica do ATP (Schilling et

al., 2006). A segunda, uma perilipina, é proteína presente na membrana de gotas

lipídicas dos adipócitos e tem função na regulação da hidrólise de triacilglicerol

(Greenberg et al., 1991). E a terceira, é o precursor da espermadesina AWN, as

esparmadesinas estão envolvidas no processo de capacitação, reconhecimento e ligação

entre os gametas masculinos e femininos (Calvete et al., 1994; Dostálová et al., 1995).

Estes diferentes níveis de proteínas são atribuídos ao tratamento com PH e associados

com melhoras do sêmen porcino após congelemanto e descongelamento.

O ovócito de mamíferos é uma célula grande e volumosa que quando

criopreservada sofre vários danos morfológicos e funcionais (Hyttel et al., 2000; Ledda

et al., 2001). Além disso, a zona pelúcida pode enrigecer durante o congelamento (Da

Silva & Metelo, 2005), podendo afetar a fertilização desse ovócito (Le Gal & Massip,

1999). Em alguns casos, ocorre uma má formação do fuso mitótico formando ovócitos

com diploidia (Chen et al., 2003; Men et al., 2003). Todos esses eventos impedem o

desenvolvimento do ovócito até embrião (Brandão, 2002). A PH também foi avaliada

na criopreservação de ovócitos, um dos grandes desafios na reprodução assistida.

Ovócitos porcinos, ativados partenogeneticamente, apresentaram melhora na

taxa de clivagem quando submetidos a PH entre 20 e 40 MPa, por 30 ou 60 minutos e

na produção de embrião quando submetidos a 20 MPa, por 30 e 60 minutos, sendo que

a vitrificação desses ovócitos imediatamente após a PH não melhorou a taxa de

produção de blastocistos (Pribenszky et al, 2008). Contudo, quando esses ovócitos

foram vitrificados após 70 ou 130 minutos de serem submetidos à PH observou-se uma

significativa melhora nas taxas de blastocisto, chegando a índice de produção de 14%

(Du et al., 2008a), bem maior do que se encontra na literatura com ovócitos
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criopreservados (Le Gal and Massip, 1999; Hyttel et al., 2000, Yamada et al., 2007).

Além disso, temperatura no momento da aplicação da PH tem influência na melhora nos

resultados de produção de embriões com ovócitos criopreservados, sendo a temperatura

de 37,50C melhor quando comparada com 250C (Du et al., 2008a)

Estes resultados mostram a aplicabilidade da PH para melhorar os índices

técnicos de diferentes tecnologias associadas à reprodução assistida. Os mecanismos de

ação da PH sobre os diferentes sistemas biológicos são pouco conhecidos e a pesquisa

tem o desafio de buscar essas explicações e tentar usá-la em diferentes áreas do

conhecimento.
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CAPÍTULO 2

EFEITO DA PRESSÃO HIDROSTÁTICA NA VITRIFICAÇÃO E

ULTRAESTRUTURA DE EMBRIÕES BOVINOS PRODUZIDOS IN VITRO

1 RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo definir os melhores parâmetros para o uso da

pressão hidrostática como ferramenta no processo de criopreservação de embriões

bovinos produzidos in vitro e avaliar ultraestruturalmente o efeito causado pela pressão

hidrostática e pelo procedimento de criopreservação nestes embriões. Primeiramente,

foi avaliado a tolerância de blastocistos após serem submetidos a diferentes níveis de

pressão e tempo. Na segunda parte do estudo, o pré-tratamento com pressão foi

combinado ao protocolo de vitrificação. Definido o melhor parâmetro, este foi utilizado

na terceira etapa, que foi a avaliação ultraestrutural do pré-tratamento com pressão e do

processo de vitrificação nos embriões. Nossos resultados indicaram que a pressurização

de embriões em 80 MPa passou a ser deletéria para o desenvolvimento embrionário.

Mas o uso da pressão no nível de 60 MPa por 1 hora promoveu um incremento na taxa

de eclosão dos embriões após a vitrificação comparado ao grupo apenas vitrificado

(79% vs 66%). Ultraestruturalmente embriões submetidos à pressão apresentavam

maior quantidade de microvilosidades e aumento de mitocôndrias tipo hooded que os

embriões controle. No grupo de embriões vitrificados após a pressão observou-se uma

maior quantidade de núcleos por área de MCI quando comparados ao grupo apenas

vitrificado. Este trabalho demonstrou que embriões bovinos PIV são sensíveis à pressão

hidrostática a partir de 80 MPa. Mas também demonstrou que a aplicação de

determinados níveis de pressão hidrostática antes da vitrificação podem promover um

efeito de proteção cruzada, melhorando as taxas de re-expansão e eclosão dos embriões.

A pressão promoveu alterações na ultraestrutura dos embriões, que podem estar

relacionadas a esta melhora nos resultados após a vitrificação.

Palavras Chave: pressão hidrostática, ultraestrutura, vitrificação.
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2 ABSTRACT

The aim of this work was to define parameters for the use of hydrostatic pressure in

bovine embryos vitrification protocol and to evaluate the pressure effect on these

embryos ultrastructurally. First, the behavior of blastocysts was studied at different

pressure conditions. In the second part of the study, pressure treatments were combined

with a vitrification protocol. The best parameter defined on these previous tests was

used on third experiment, which was the ultrastructural evaluation of the pressure before

vitrification process in bovine embryos. Our results indicated that embryo pressurization

at 80 MPa had become deleterious to embryonic development. But pressure at 60 MPa

level for 1 hour improved hatching rate after embryo vitrification compared to the only

vitrified ones (79% vs 66%). Ultrastructurally, embryos submitted to 60 MPa for 1 hour

pressure had greater amount of microvilli and increased mitochondria hooded that

control embryos. In the group of vitrified embryos after pressure there was a greater

quantity of nucleous per area when compared to the group only vitrified. This study

demonstrated that bovine IVP embryos are sensitive to hydrostatic pressure at 80 MPa,

but also demonstrated that the application of certain levels of hydrostatic pressure

before vitrification promoted the effect of cross-protection, improving embryos re-

expansion and hatching rates. The pressure promoted changes in embryo ultrastructure,

which may be related to the improvement in results after vitrification.

Keywords: hydrostatic pressure, ultrastructure, vitrification.
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3 INTRODUÇÃO

Apesar do enorme crescimento obtido pela técnica de produção in vitro de

embriões nos últimos anos, com melhoras nas taxas de produção de embriões e prenhez,

o sucesso da criopreservação destes embriões continua sendo um obstáculo a ser

vencido (Vajta & Nagy, 2006; Gómes et al., 2008b). Embriões produzidos in vitro

apresentam uma série de características diferentes daqueles produzidos in vivo: maior

quantidade de lipídeos, menor grau de compactação (Van Soom et al., 1992), disco

embrionário geralmente menor (Iawsaki et al., 1990), junções incompletas entre células

do trofoblasto e botão embrionário (Shamsuddin et al., 1992), entre outras. Estas

diferenças podem explicar, em parte, a maior sensibilidade dos embriões produzidos in

vitro ao processo de criopreservação.

Trabalha-se em duas vertentes para solucionar esse problema, uma voltada na

melhoria da qualidade do embrião, passando por: a) modificações nas condições de

cultivo para melhor mimetizar o microambiente encontrado in vivo, com adição de

fatores de crescimento, hormônios, anti-oxidantes e outras moléculas regulatórias

(Nedambale et al., 2006; Block et al., 2009); b) uso de meios definidos, sem a presença

de soro fetal bovino (SFB) (Nedambale et al., 2004, Gómez et al., 2008a), sendo

substituído por álcool polivinílico ou ácido hialurônico (Stojkovic et al., 2002); ou c)

substituindo o SFB por albumina sérica bovina (BSA) (Rizos et al., 2002). Nos

trabalhos em que se realiza a substituição do SFB observa-se a uma melhor qualidade

nos embriões produzidos, contudo com uma menor taxa de produção de embriões.

Outra vertente seria a modificação do sistema de criopreservação. A vitrificação

tem sido descrita como método de eleição para a criopreservação de embriões PIV, essa

técnica usa altas concentrações de crioprotetores e altas taxas de resfriamento. Vários

protocolos de vitrificação foram desenvolvidos: grades de cobre de microscopia

eletrônica (Martino et al., 1996), técnica de open pulled straw – OPS (Vajta et al.,

1998), cryoloop (Lane et al., 1999), microgotas (Papis et al., 2000), superfície sólida –

SSV (Dinnyes et al., 2000), grades de nylon (Matsumoto et al., 2001), sistema hemi-

straw (Vanderzwalmen et al., 2003), entre outros.

Contudo, resultados com taxas de prenhez constantes ainda não foram

alcançados e novas alternativas são buscadas pra promover um melhor resultado no

procedimento de criopreservação de embriões PIV.
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O uso da pressão hidrostática no processo de criopreservação de embrião é uma

idéia nova, embora Fahy et al., em 1984, tenham mencionado que o aumento da pressão

hidrostática poderia facilitar o processo de vitrificação, mas também consideraram que

isso teria pouca aplicabilidade prática para biologia reprodutiva. Em 2005, Pribenszky

et al., contudo, observaram significativa melhora na sobrevivência de embriões murinos

pós descongelamento, previamente submetidos a pressão hidrostática. Além da

utilização em embriões murinos, à pressão hidrostática apresentou melhora na

criotolerância de oócitos e sêmen suínos (Kuo et al., 2007; Pribenszky et al., 2008).

Pressão hidrostática (PH) é um importante fator ambiental apresentando grande

influência sobre funções biológicas e na viabilidade de organismos. A pressão

hidrostática funciona como fator estressante na célula, dependendo do tempo de

exposição, amplitude da pressão e temperatura utilizada pode provocar danos

irreversíveis e morte celular (Abe, 2004). Contudo, vários trabalhos mostram que a

utilização de PH subletal promove um aumento na síntese de proteína de choque, “heat

shock” (HSP) e “cold shock” (CSP) em bactéria (Welch et al., 1993), fungo (Fernandes

et al., 2004, Miura et al., 2006) e em células de mamíferos (Kaarniranta et al., 1998).

Essas proteínas tem funções variadas na célula e podem promover uma proteção a

célula a um novo estresse, como por exemplo, a criopreservação.

O emprego da pressão hidrostática seria uma alternativa para promover uma

condição bioquímica, na célula, que auxiliasse a sobrevivência do embrião ao

procedimento de criopreservação. O presente trabalho teve como objetivo definir os

melhores parâmetros para o uso da pressão hidrostática como ferramenta no processo de

criopreservação de embriões bovinos produzidos in vitro e avaliar ultraestruturalmente o

efeito causado pela pressão hidrostática e pelo procedimento de criopreservação nestes

embriões.
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4 MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Produção In vitro de Embriões

Os meios utilizados em todas as etapas da produção in vitro de embriões foram

produzidos pela Nutricell® Nutrientes Celulares Ltda (Campinas, SP, Brasil).

4.1.1 Coleta e seleção de ovócitos

Ovários de vacas mestiças foram coletados de abatedouros e transportados em

solução salina 0,9% a uma temperatura de 35°C até o laboratório. Os folículos de 2 a 8

mm foram puncionados usando agulha 18G e seringa. O líquido aspirado foi vertido

num filtro de coleta de embriões e lavados com solução tampão de fosfato (PBS -

Nutricell®) e então colocados numa placa de petri de 100mm (TPP®). A procura e

seleção dos complexos cumulus ovócitos (CCO) foi realizada com o auxílio de um

estereomicroscópio (Nikon – SMZ 650) e somente os CCOs de qualidade I e II foram

selecionados para os experimentos, sendo avaliados pela presença e quantidade de

células do cumulus e pela coloração e característica do ooplasma.

4.1.2 Maturação in vitro

Os CCOs selecionados foram lavados e transferidos em grupos de 20-25 para

gotas de 150µl de meio de maturação (MIV – Nutricell®) em placas de petri de 60 mm

(TPP®). As gotas de MIV eram cobertas com óleo de parafina (360 Medical Fluid 350

CST – DOW CORNING®) e previamente ao uso eram estabilizadas por duas horas em

incubadora a 39°C, 5% de CO2 em ar e umidade saturada. Os CCOs permaneciam por

um período de 22 horas em maturação.
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4.1.3 Fecundação in vitro

Após o período de maturação, os CCOs foram lavados e transferidos para gotas de

150µl de meio de fecundação, FEC Nutricell®. O meio de fecundação era suplementado

com penicilamina, hipotaurina, epinefrina (PHE) e heparina.

Em todos os experimentos foi utilizado sêmen do mesmo reprodutor e da mesma

partida. A seleção espermática foi realizada utilizando a técnica de gradiente de percoll,

sendo preparado com 1 ml de percoll 45% e 1 ml de percoll 90%. O sêmen era

descongelado em banho-maria a 36°C, e depositado cuidadosamente sobre o gradiente,

previamente preparado, em seguida, centrifugado a 700g por 15 minutos a uma

temperatura de 30°C. O pellet formado era retirado e ressuspendido em 1 ml de meio de

capacitação (CAP - Nutricell®) e centrifugado por mais 5 minutos nas mesmas condições.

O meio de capacitação era retirado e o pellet ressuspendido em meio de fecundação. A

concentração final da dose inseminante/gota era de 1 x 106 espermatozóides/ml. Ovócitos

e espermatozóides foram co-incubados por 15-18 horas em estufa a 39ºC, com 5% de

CO2 em ar e umidade saturada. O dia da fecundação foi considerado D0.

4.1.4 Cultivo in vitro

As 15-18 horas pós-inseminação (pi), os possíveis zigotos eram transferidos para

o meio fluido sintético do oviduto (SOF - Nutricell®). As placas de cultivo eram

preparadas com gotas de 150µl cobertas com óleo de parafina (360 Medical Fluid 350

CST – DOW CORNING®) e estabilizadas em incubadora a 39°C, 5% de CO2 em ar e

umidade saturada.

Os embriões foram avaliados em D2 para clivagem e em D6 e D7 para observação

da taxa de blastocisto. No sétimo dia de cultivo, os embriões foram classificados de

acordo com o manual da Sociedade Internacional de Transferência de Embriões (IETS -

Robertson e Nelson, 1998), apenas blastocistos grau 1 foram utilizados nos experimentos.
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4.2 Pressão Hidrostática

No sétimo dia de cultivo os embriões foram retirados do SOFaaci e lavados em

meio de manutenção (TQC, AB Tecnology, Brasil ) aquecido a 32°C. Estes embriões

foram envasados em palhetas de 0,25 ml, sem presença de bolhas e seladas com

lacradores de palhetas de plástico. Estas palhetas foram colocadas dentro da câmara de

pressão hidrostática (Cryoinnovation Ltda, Budapeste, Hungria) pré-aquecida e cheia de

água como meio de pressão. Embriões foram submetidos à pressão hidrostática de 40,

60 e 80 MPa por 30 ou 60 minutos.

4.3 Vitrificação

Os embriões foram vitrificados segundo metodologia de Vajta et al. (1998). Esta

técnica utiliza uma palheta especial denominada de “open pulled straw” (OPS -

Minitub®, Brasil). Duas soluções de vitrificação foram utilizadas, a solução de

vitrifiação 1 (SV1) era composta de TCM 199 com sais de Hank´s (Gibco BRL®)

suplementado com 20% de SFB, 10% de dimetilsulfóxido (DMSO - Sigma®) e 10% de

etilenoglicol (EG - Merck®). A solução de vitrificação 2 (SV2) apresentava uma

concentração de 20% de DMSO, 20% de EG e 0,5 M de sacarose (Sigma®).

Para o processo de vitrificação, os embriões foram mantidos em meio TCM 199

com sais de Hank´s (Gibco BRL®) suplementado com 20% de SFB, meio de

manutenção e durante todo o processo os meios eram mantidos entre 38 e 39°C. Grupos

de 3 a 4 embriões eram retirados do meio de manutenção e expostos a SV1 por 1

minuto. Os embriões eram retirados da SV1 com o auxílio de um pipetador automático

e tranferidos para uma gota de 20 µl de SV2, lavados e retirados com um volume de 2

µl, fazendo uma nova gota de SV2. Com os embriões na gota de 2 µl, a ponta da OPS

era encostada na gota e o meio entrava na OPS por capilaridade juntamente com os

embriões, a palheta era, então, mergulhada diretamente em nitrogênio líquido (N2). O

tempo do início da exposição dos embriões à SV2 até a imersão no N2 não podia

ultrapassar os 20 segundos.
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4.4 Desvitrificação

Os embriões vitrificados permaneceram no N2 por pelo menos 1 hora. O

processo de desvitrificação foi realizado dando 3 banhos com soluções que

apresentavam quantidade decrescente de sucrose (Vajta et al., 1998). A OPS era imersa

na primeira solução, TCM 199 suplementado com 20% de SFB e 0,5M de sucrose, e os

embriões permaneciam por 5 minutos, depois eram passados para segunda solução,

TCM 199 suplementado com 20% de SFB e 0,25M de sucrose por mais 5 minutos e

finalmente em solução de manutenção, TCM 199 suplementado com 20% de SFB,

onde também eram mantidos por 5 minutos. Todos as soluções foram pré-aquecidas na

estufa e se mantinham entre 38 e 39°C durante o processo de desvitrificação.

4.5 Microscopia Eletrônica de Transmissão

Os embriões foram fixados em solução de Karnovsky (5 mM de CaCl2, 2% de

glutaraldeído, 2% de paraformaldeído, 3% de sacarose em tampão cacodilato de sódio a

0,1M, pH 7,2) à temperatura ambiente por 3 horas e mantidos no tampão cacodilato

0,1M a 4°C até o processamento. Os embriões foram pós-fixados em solução de 2% de

tetróxido de ósmio, 1,6% de ferrocianeto de potássio e 5 mM de cloreto de cálcio em

tampão cacodilato de sódio a 0,1M por 1 hora. As amostras então foram contrastadas

com acetato de uranila aquoso 0,5% por 3 horas, desidratadas em acetona e incluídas em

resina Spurr. Os cortes semi-finos (2m) foram corados com azul de toluidina,

examinados ao microscópio ótico objetivando detectar a presença de massa celular

interna. Os cortes ultrafinos (70 nm) foram coletados em grades de cobre e avaliados em

microscópio eletrônico de transmissão (Jeol 1011C).



45

4.6 Delineamento Experimental

4.6.1 Experimento 1 – Efeito da pressão hidrostática em embriões bovinos

produzidos in vitro.

Neste experimento foi avaliado o efeito da pressão hidrostática na sobrevivência

de embriões produzidos in vitro. Para tal, embriões foram submetidos à pressão

hidrostática de 40, 60 e 80 MPa, por um período de 30 minutos ou 1 hora. Após a

pressão, os embriões foram avaliados pela compactação ou não da blastocele e, então,

retornavam para o sistema de cultivo e eram avaliados 2, 24, 48 e 72 horas após a

pressão.

Foram utilizados como grupos controles, embriões que foram mantidos na

incubadora (grupo controle incubadora) e embriões que foram retirados e colocados nas

mesmas condições dos embriões mantidos na câmara de pressão hidrostática, contudo

permaneceram em banho-maria a 32°C (grupo controle bancada).

Um total de 526 embriões foram utilizados, sendo 317 divididos entre os

tratamentos de pressão hidrostática, 134 no grupo controle incubadora e 75 no grupo

controle bancada.

4.6.2 Experimento 2 – Efeito de diferentes níveis e tempos de pressão hidrostática

antes da vitrificação de embriões bovinos produzidos in vitro.

Neste experimento foi avaliado o efeito da pressão hidrostática na taxa de

sobrevivência dos embriões após o procedimento de vitrificação. Foram utilizados os

mesmos parâmetros de pressão e tempo do experimento 1.

Embriões foram divididos nos seguintes grupos:

1 – (controle) – embriões mantidos na incubadora;

2 – (vitrificados incubadora) – embriões foram mantidos na incubadora até o

momento da vitrificação;
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3 – (vitrificados bancada) – embriões foram retirados da incubadora, colocados em

meio de manutenção e mantidos em banho-maria no mesmo período que embriões foram

mantidos na câmara de pressão até o momento da vitrificação;

4 – (pressão e vitrificação) – embriões submetidos a pressão de 40, 60 e 80 MPa

por 30 e 60 minutos, após esse período foram vitrificados.

Aqueles embriões que sofreram compactação após a pressão hidrostática foram

vitrificados, desvitrificados e cultivados separadamente aos que não sofreram

compactação e avaliados quanto a taxa de re-expansão e eclosão após 4, 24, 48 e 72

horas.

4.6.3 Experimento 3 – Avaliação ultraestrutural de embriões bovinos submetidos à

pressão hidrostática antes da vitrificação.

Para avaliação das características ultraestruturais, os embriões foram divididos

em 4 grupos:

1- Grupo controle;

2- Embriões submetidos apenas à vitrificação

3- Embriões submetidos apenas à pressão hidrostática;

4- Embriões vitrificados após serem submetidos à pressão hidrostática.

Os parâmetros de pressão hidrostática (nível e tempo) usados neste experimento

foram definidos no Experimento 2, apenas o grupo que apresentou melhor resultado

pós-descongelamento foi avaliado ultraestruturalmente, 60 MPa por 1 hora.

O número de embriões avaliados em cada grupo foi: 5 no grupo controle, 4 no

grupo vitrificado, 5 no grupo pressão hidrostática e 6 no grupo submetido a pressão e

vitrificado. Após pressão (grupo 3) ou desvitrificação (grupos 2 e 4), os embriões foram

mantidos na incubadora em meio de cultivo por 4 horas, aqueles que aprensentavam

características morfológicas normais, avaliados por estereomicroscópio, foram fixados

para microscopia eletrônica de transmissão. Embriões do grupo 1 foram mantidos na

incubadora e fixados no mesmo momento que os demais grupos.

Estes embriões foram avaliados de forma descritiva quanto às características

observadas em cada grupo.
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4.7 Análise Estatística

Os dados relativos à taxa de re-expansão e eclosão dos embriões nos diferentes

tratamentos, nível, tempo de pressão hidrostática e o efeito de compactação da

blastocele foram analisados pelo teste Chi-quadrado (2). Foram consideradas

significativas diferenças com P<0,05.

Avaliações relativas à microscopia eletrônica foram apresentadas de forma

descritiva nos resultados.

5 RESULTADOS

5.1 Experimento 1

Na avaliação de tolerância dos embriões bovinos à pressão hidrostática foram

utilizados 526 embriões divididos entre os diferentes tratamentos e grupos controle,

com 3 repetições para cada tratamento. Sendo considerado como parâmetros de

avaliações as taxas de re-expansão e eclosão das estruturas, mediante os fatores

tratamento (diferentes níveis de pressão e tempo) e estágio embrionário (Bl vs. Bx).

Os embriões mantidos na incubadora (controle) e no banho-maria (controle

bancada), apresentaram taxa de re-expansão semelhante a todos os grupos que foram

submetidos à pressão hidrostática (Tabela 2.1).

Avaliando a taxa de eclosão, com 24 horas de cultivo, os embriões submetidos a

60 MPa por 30 minutos e 60 MPa por uma hora apresentaram uma maior taxa de

eclosão quando comparados ao grupo controle. Com 48 horas, apenas o tratamento 60

MPa por 1 hora manteve essa diferença na taxa de eclosão. Contudo, após 72 horas, a

taxa de eclosão não diferiu entre os tratamentos, exceto nos embriões submetidos à

pressão de 80 MPa por 1 hora, onde a taxa de eclosão foi menor (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1 – Avaliação do efeito da tolerância de embriões bovinos a pressão
hidrostática.

Tratamento N
2h pós-pressão

( % )
24h pós-

pressão ( % )
48h pós-

pressão ( % )
72h pós-

pressão ( % )

Total Re-expansão Re-expansão Eclosão Re-expansão Eclosão Re-expansão Eclosão

Controle 134 94,78a 97,76a 42,5 a 97,76a 79,1a 98,51a 93,3a

Cont. Bancada 75 94,67 a 94,67 a 53,33 a,b 98,67 a 88 a,b 98,67 a 89,33 a

40MPa-30min 36 100a 100a 55,6a,b 100a 83,3a,b 100a 91,67a

40MPa-60min 48 100a 95,83a 35,42a 100a 85,42a,b 97,92a 91,67a

60MPa-30min 59 98,31a 98,31a 64,4b 100a 83,05a,b 98,31a 91,53a

60MPa-60min 57 100a 100a 57,9b 98,25a 89,47b 98,25a 96,49a

80MPa-30min 57 94,74a 92,98a 56,1a,b 96,49a 82,46a,b 96,49a 91,2a

80MPa-60min 60 96,67a 98,33a 40a 95a 75a 95a 80b

a, b
Diferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente (P<0.05).

Para melhor compreensão da resposta aos tratamentos propostos, avaliaram-se

os mesmos parâmetros (re-expansão e eclosão) quanto aos estágios embrionários de

desenvolvimento (Bl e Bx).

Nota-se, na tabela 2.2, que a taxa de re-expansão entre embriões Bl e Bx se

manteve igual em todos os momentos avaliados. Quanto à eclosão, nota-se que

embriões Bx apresentam uma maior tolerância à pressão, já que estes não apresentaram

diferença na taxa de eclosão quando comparados com o grupo controle após 80 MPa por

1 hora, já os blastocistos apresentaram uma diminuição na taxa de eclosão a partir de 24

horas após essa pressão, que se manteve até 72 horas.

Além disso, fica evidente o efeito positivo do tramento 60 MPa por 1 hora em

embriões Bl. Apresentando maior velocidade na taxa de eclosão e após 48 horas foi o

único tratamento que não diferiu na taxa de eclosão quando comparado aos embriões

Bx.
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Tabela 2.2 – Avaliação da tolerância de embriões no estágio de Bl e Bx nos diferentes níveis de pressão hidrostática.

Estágio Tratamento N
2h pós-

pressão ( % )
24h pós-

pressão ( % )
48h pós-

pressão ( % )
72h pós-

pressão ( % )

Total Re-expansão Re-expansão Eclosão Re-expansão Eclosão Re-expansão Eclosão

B
la

st
o
ci

st
o

Controle 47 89,36 a 95,74 a 25,53 d,e 97,87 a 68,1 c,d 97,87 a 91,5 a,b

Cont Bancada 30 93,33 a 93,33 a 26,67 d,e 96,67 a 76,67 b,c 96,67 a 80 b

40MPa-30min 15 100 a 100 a 26,67 d,e 100 a 66,67 c,d 100 a 86,67 a,b

40MPa-60min 19 100 a 89,47 a 15,79 e 100 a 78,95 b,c 94,74 a 84,21 a,b

60MPa-30min 22 100 a 95,45 a 27,27 d,e 100 a 63,64 c,d 95,45 a 86,36 a,b

60MPa-60min 22 100 a 100 a 36,36 c,d,e 95,45 a 90,91 a 100 a 95,45 a

80MPa-30min 21 90,5 a 95,24 a 33,33 c,d,e 95,24 a 76,2 b,c 95,24 a 85,71 a,b

80MPa-60min 24 95,83 a 95,83 a 4,17 f 87,5 a 50 d 91,67 a 54,17 c

B
la

st
o
ci

st
o

ex
p

a
n

d
id

o

Controle 87 97,7 a 98,85 a 51,72 b,c 97,7 a 85,06 a,b 98,85 a 94,25 a

Cont. Bancada 45 95,56 a 95,56 a 71,11 a 100 a 95,56 a 100 a 97,78 a

40MPa-30min 21 100 a 100 a 76,19 a 100 a 95,24 a 100 a 95,24 a

40MPa-60min 29 100 a 100 a 48,28 b,c,d 100 a 89,66 a 100 a 96,55 a

60MPa-30min 37 97,3 a 94,6 a 86,5 a 100 a 94,6 a 100 a 94,6 a

60MPa-60min 35 100 a 100 a 71,43 a 100 a 94,3 a 100 a 97,14 a

80MPa-30min 36 97,22 a 91,67 a 69,44 a,b 97,22 a 86,11 a,b 97,22 a 94,44 a

80MPa-60min 36 97,22 a 100 a 63,69 a,b 100 a 91,67 a 97,22 a 94,44 a

a, b,c,d,e Diferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente (P<0.05).
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Um evento observado após a pressão hidrostática é a compactação da blastocele

(Figura 2.1), avaliando esse efeito nos diferentes tratamentos, fica evidente que é

dependente do nível e tempo de pressão hidrostática em que os embriões são

submetidos, aumentando a porcentagem de embriões compactados quando se aumenta a

pressão e/ou o tempo de exposição (Figura 2.2). E a partir de 60 MPa por 60 minutos

praticamente todos os embriões sofreram contração da blastocele.

Figura 2.1 – Embriões submetidos a 60 MPa por 1 hora, mostrando a compactação da

blastocele.

Figura 2.2 – Taxa de compactação da blastocele dos embriões após serem submetidos à

pressão hidrostática (diferenças do grupo controle: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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5.2 Experimento 2

Neste experimento foram avaliados os mesmos parâmetros do experimento 1,

porém após a pressão hidrostática os embriões foram vitrificados. Foram utilizados 898

embriões divididos entre os diferentes tratamentos.

Na tabela 2.3 estão apresentados os resultados, todos os tratamentos

demonstraram uma menor taxa de eclosão quando comparados com o grupo não

vitrificado, onde a taxa de eclosão após 72 horas ficou próxima a 90%.

Porém, quando compararam-se os embriões controle vitrificados com aqueles

submetidos à pressão por 40 ou 60 MPa, indepedente do tempo empregado, observou-se

um efeito positivo na taxa de eclosão após 72 horas (Tabela 2.3). Sendo que os

tratamentos 40 e 60 MPa por 60 minutos diferiram significamente do grupo controle

vitrificado (p<0,05) e do grupo vitrificado bancada (p<0,01).

Já os embriões submetidos a 80 MPa apresentaram uma menor taxa de eclosão

que o grupo controle e os submetidos a 40 e 60 MPa. E o uso da pressão de 80 MPa por

1 hora teve taxa de re-expansão e eclosão piores que todos os outros tratamentos.

Tabela 2.3 – Taxa de re-expansão e eclosão de embriões submetidos a diferentes níveis
de pressão hidrostática e tempo, e vitrificados.

Tratamento
N

4h pós-
pressão(% )

24h pós-
pressão ( % )

48h pós-
pressão ( % )

72h pós-
pressão ( % )

Total
Re-

expansão
Re-

expansão Eclosão
Re-

expansão Eclosão
Re-

expansão Eclosão

Não vitrificado 87 96,25 a 94,25 a 24,13 a,b 96,55 a 65,5 a 100 a 87,35 a

Vitrificado 216 57,87 c 70,83 b 23,61% 81,48% 52,31% 83,80% 66,20%23,61 a,b 81,48 b 52,31 b 83,8 b,c 66,2 c

Vitri. Bancada 182 65,38 b,c 76,92 b 19,23 a,b 76,92 b 39,01 c 78,57 c 59,34c

40MPa-30min 47 74,47 b 82,98 b 25,53 a,b 87,23 b 55,32 b 91,49 b 72,34 b,c

40MPa-60min 84 75 b 73,81 b 14,29 b,c 82,14 b 52,38 b 88,1 b 77,38 b

60MPa-30min 62 61,29 b,c 75,81 b 17,74 a,b 82,26 b 61,29 a,b 85,48 b,c 70,97 b,c

60MPa-60min 82 69,51 b,c 81,71 b 8,54 c,d 82,93 b 57,32 a,b 91,46 b 79,27 b

80MPa-30min 59 55,93 c 71,19 b 30,51 a 77,97 b 45,76 b,c 76,27 c,d 59,32 c

80MPa-60min 57 36,84 d 56,14 c 3,51 d 52,63 c 26,32 c 66,67 d 33,33 d

a, b Diferentes sobrescritos na coluna, diferem significativamente (P<0.05).
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O efeito positivo do tratamento usando pressão hidrostática nos níveis de 40 e

60 MPa podem ser observados na tabela 2.4, quando agrupou-se 40 e 60 MPa por 30

minutos e 1 hora. Desta maneira, houve um incremento na taxa de eclosão de 12%

quando utilizou-se a pressão hidrostática, num nível tolerante para os embriões, como

pré tratamento na vitrificação.

Tabela 2.4 - Avaliação da taxa de eclosão (%) dos embriões vitrificados após serem
submetidos à pressão hidrostática. Os resultados foram agrupados nos tratamentos 40 e
60 MPa, 30 minutos e 1 hora, e 80 MPa, 30 minutos e 1 hora.

Tratamento N
Eclosão pós desvitrificação (%)

24 horas 48 horas 72 horas

Não Vitrificado 109 23,8a 66,1a 91,7a

Vitrificado 216 23,6a 52,3b 65,3c

Vitrificado bancada 182 19,2a 39,0c 59,3 c

40 e 60 MPa + vitri 261 15,7a 54,8b 77,4b

80 MPa + vitri 116 17,2a 36,2c 46,5d

a, b,c,d Diferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente (P<0.05).

Quando averiguou-se separadamente Bl e Bx, fica evidente que após a

vitrificação, os embriões Bx apresentam maior taxa de eclosão que embriões Bl.

Nos tratamentos 40 MPa por 60 minutos e 60 MPa por 30 ou 60 minutos, para

os embriões Bx, ocorreu um aumento na taxa de eclosão em torno de 17% comparado

ao controle vitrificado (Tabela 2.5). Já o tratamento de 60 MPa por 60 minutos foi o

que resultou na maior taxa de eclosão em embriões Bl (Tabela 2.5), sendo o tratamento

de escolha para uso em embriões Bl e Bx.
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Tabela 2.5 – Avaliação da criotolerância de embriões nos estágios Bl e Bx nos diferentes níveis de pressão hidrostática e tempo.

Estágio Tratamento

N
4h pós-

pressão ( % )
24h pós-

pressão ( % )
48h pós-

pressão ( % )
72h pós-

pressão ( % )

Total Re-expansão Re-expansão Eclosão Re-expansão Eclosão Re-expansão Eclosão

B
la

st
o
ci

st
o

Não vitrificado 43 95,34a 94,25a,b 11,62d,e 94,25a,b 53,5b,c 100a 81,4a,b

Vitrificação 93 61,29c,d 64,52c,d 16,1c,d,e 76,34c,d 45,16c,d 78,49c,d 61,3c,d

Vitri. bancada 77 57,14d 67,53c 13c,d,e 70,13d 32,47d,e 71,43c,d 58,44c,d

40MPa-30min 21 66,67b,c,d 66,67c,d 4,76e 71,43c,d 38,1c,d,e 80,95b,c 66,67b,c

40MPa-60min 34 67,65b,c,d 61,76d 8,82e 73,53c,d 50b,c 82,35b,c 64,71c,d

60MPa-30min 30 46,67d,e 56,67d 3,33e 66,67d 40c,d,e 73,3c,d 53,33d,e

60MPa-60min 34 76,47b,c 85,29a,b 5,88e 82,35b,c 50b,c 91,18a,b 76,47b,c

80MPa-30min 25 40e,f 52d 8e 68d 32d,e 76c,d 48d,e

80MPa-60min 25 32f 48d 4e 36e 20e 68c,d 32e

B
la

st
o
ci

st
o

ex
p

a
n

d
id

o

Não vitrificado 44 97,7a 93,18a,b 36,36a 97,72a 79,06a 100a 93,18a

Vitrificação 123 55,28d,e 75,61b,c 29,27a,b 85,37b,c 57,72b 87,8a,b 69,92b,c

Vitri. bancada 105 71,43b,c 83,81b 23,81b,c 81,9b,c 43,8c,d,e 83,81b,c 60c,d

40MPa-30min 26 80,77b 96,15a 42,31a 100a 69,23a,b 100a 76,92b,c

40MPa-60min 50 80b 82b 18b,c 88a,b 54b,c 92a,b 86a,b

60MPa-30min 32 75b,c 93,75a,b 31,25a 96,88a 81,25a 96,88a 87,5a,b

60MPa-60min 34 64,58b,c,d 79,17b,c 10,42de 83,33b,c 62,5a,b 91,67a,b 81,25a,b

80MPa-30min 34 67,65b,c,d 85,29a,b 47,06a 85,29b,c 55,88b,c 76,47c,d 67,65b,c

80MPa-60min 32 40,63e,f 62,5c,d 3,13e 65,63d 31,25d,e 65,63d 34,38e

a, b,c,d,e,f Diferentes sobrescritos na coluna, diferem significativamente (P<0.05).
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Os grupos de embriões submetidos à pressão de 40 MPa 30 minutos, 40 MPa 60

minutos e 60 MPa 30 minutos apresentavam compactação da blastocele em 15%, 40% e

60% dos embriões, respectivamente (Figura 2.2). Não houve diferença nas taxas de re-

expansão e e eclosão entre os embriões que sofreram compactação daqueles que não

sofreram (Figura 2.3).

Figura 2.3 – Taxas de re-expansão e eclosão de embriões dos grupos 40 MPa 30 min,
40 MPa 60 min e 60 MPa 30 min, comparando embriões que sofreram compactação
(linha vermelha), com aqueles que não sofreram (linha azul).

5.3 Experimento 3

5.3.1 Embriões produzidos in vitro – Controle

Os blastocistos mostraram uma clara diferença entre as células do trofoblasto e

da massa celular interna (MCI). Esses embriões apresentavam células da MCI

cuboidais, com núcleos seguindo a forma da célula e membrana nuclear bem delimitada.

Na MCI, espaços intercelulares foram observados, contudo, grande quantidade de

prolongamentos celulares estavam presentes, mantendo o contato entre as células

(Figura 2.4a). Nestes pontos de encontro entre células vizinhas observou-se junções do

tipo gap.
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As células do trofoblasto apresentavam-se mais alongadas e com núcleos

acompanhando a forma do citoplasma (Figura 2.4b). A justaposição existente entre

essas células é maior do que a observada entre as células da MCI, apresentando

complexos de junção bem evidentes, como junções de adesão e desmossomos (Figura

2.4c). A membrana das células do trofoblasto voltada para o espaço perivitelínico (polo

apical) apresentava microvilosidades dispersas em grande quantidade em algumas

regiões (Figura 2.4c). O espaço perivitelínico era estreito e apresentava pequena

quantidade de debris. A zona pelúcida estava íntegra e apresentava porosidade na parte

exterior em todos os embriões analisados.

Gotas lipídicas de diferentes tamanhos e eletrodensidades foram encontradas

tanto nas células do trofoblasto como dispersas nas células da MCI, associadas ou não

ao retículo endoplasmático liso (Figura 2.4a).

As células embrionárias apresentavam grande densidade de organelas, sendo

mitocôndrias as mais predominantes. Diferentes tipos estavam presentes no citoplasma,

as mais evidentes eram alongadas com maior número de cristas atravessando a matriz

dividindo-a em diversos compartimentos (Figura 2.4d). Outra organela muito

encontrada foi o retículo endoplasmático rugoso (Figura 2.4e), este estava em

associação com mitocôndrias, vesículas, gotas de lipídeos ou livres no citoplasma. Além

disso, poliribossomos e complexo de Golgi foram observados.

Na região entre a MCI e trofoblasto havia blastômeros extrusos em alguns

embriões, apresentando grande quantidade de vesículas, mitocôndrias eletrodensas e

aparência degenerada. Corpos apoptóticos e vesículas de degradação foram encontrados

em pequena quantidade nas células embrionárias.
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Figura 2.4 – Blastocisto controle. (a) Micrografia eletrônica mostrando a massa celular interna do embrião, com células cubóides, núcleo (N) seguindo
a mesma forma. Presença de grande quantidade de gotas lipídicas (GL), observa-se espaços entre as células (asteriscos), mas com prolongamentos
celulares (setas) e comunicação com células vizinhas. (b) Célula do trofoblasto com núcleo alongado (N) e mitocôndrias distribuídas pelo citoplasma.
(c) Presença de diferentes junções celulares, como junções de adesão (JA) e desmossomos (Des), e microvilosidades (Mv) no pólo apical da célula. (d)
Mitocôndria matura com várias cristas atravessando sua matriz (M). (e) Presença de retículo endoplasmático rugoso (RER). (ZP) zona pelúcida.
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5.3.2 Embriões submetidos à pressão hidrostática

Após a passagem pela pressão hidrostática os embriões sofreram contração da

blastocele, como mostrado na figura 2.1. Após 4 horas de cultivo, momento em que

foram retirados para serem fixados, os embriões recuperaram sua forma característica.

Contudo, apresentaram uma série de caraterísticas ultraestruturais diferentes dos

embriões controle.

Nas células do trofoblasto foi notado um aumento na quantidade de

microvilosidades dispersas por todas as células (Figura 2.5a). Além disso, ficou

característico o aumento do espaço perivitelínico com presença de vesículas, lipídeos e

debris celular nessa região (Figura 2.5b).

Apesar da contração ocorrida após a pressão hidrostática, as junções entre as

células do trofoblasto se mantiveram normais (Figura 2.5c).

As células da MCI apresentavam espaços intercelulares menores que as dos

embriões controle, aumentando o contato entre células vizinhas, mas mantiveram os

longos prolongamentos citoplasmáticos entre as células.

Outra alteração observada foi na característica das mitocôndrias encontradas

neste tratamento, com grande aumento no número de mitocôndrias hooded (Figura

2.5d), as quais são caracterizadas pela maior eletrodensidade e um prolongamento

formando um capuz (Figuras 2.5e), distribuídas por todas as células embrionárias e bem

evidente nas células extrusadas. Observou-se ainda associação entre mitocôndrias

hooded, gotas lipídicas e retículo endoplasmático (Figura 2.5d).

Contudo, foi observado maior quantidade de corpos apoptóticos nos embriões

submetidos à pressão. Esses corpos apoptóticos estavam dispersos no citoplasma,

principalmente, das células da MCI (Figura 2.5f).
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Figura 2.5 – Blastocisto submetido a pressão hidrostática. (a) Aumento da presença de microvilosidades distribuídas nas células do trofoblasto, espaço
perivitelínico maior (EPv) com presença de debris celulares (setas pretas). (b) Junções entre duas células do trofoblasto (asterisco). (c) Presença de
grande quantidade de mitocôndrias hooded (MH) e gotas lipídicas (GL) em associação com retículo endoplasmática. (d) Detalhe de uma mitocôndria
hooded. (e) Observação de corpúsculos multivesiculares (setas grossas) nos embriões submetidos a pressão. (MV) microvilosidades.
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5.3.3 Embriões vitrificados

Após 4 horas da desvitrificação, os embriões re-exapandiram apresentando

características estruturais aparentemente normais, visualizados por estereomicroscópio.

Nos cortes semifinos foi possível observar que os embriões mantiveram sua forma,

visualizando a MCI e as células do trofoblasto (Figura 2.6a). Contudo, quando foram

avaliados pela microscopia eletrônica as células apresentavam grande quantidade de

corpos de inclusão e corpúsculos multivesiculares. O citoplasma tinha aparência

granular e em alguns embriões foi notada a presença de conteúdo celular tanto na

blastocele quanto no espaço perivitelínico, pelo rompimento da membrana celular

(Figura 2.6b).

O espaço perivitelínico era mais evidente que nos embriões controle e nos

submetidos a pressão, e com grande quantidade de debris celulares, vacúolos, lipídeos

(Figura 2.6c), além de presença de células extrusadas em todos os embriões avaliados.

Danos severos foram observados na maioria das células, como diminuição da

eletro-densidade da matriz citoplasmática, corpos apoptóticos e vesículas de degradação

(Figura 2.6d). Mitocôndrias intumescidas (Figura 2.6c) foram encontradas tanto nas

células da MCI quanto nas do trofoblasto, contudo mitocôndrias normais, alongadas e

com muitas cristas, também foram observadas nos diferentes tipos celulares.

O citoplasma das células tanto da MCI quanto do trofoblasto apresentava

granulação grosseira (Figura 2.6c). Foram encontradas junções de adesão entre as

células, porém não foram observados desmossomos (Figura 2.6e). E em poucas regiões

se observava a presença de microvilosidades.

Outra característica marcante foi a presença de pouca quantidade de núcleo por

área de MCI nestes embriões (Figura 2.6b)
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Figura 2.6 – Blastocisto vitrificado. (a) Corte semifino do embrião após 4 horas de desvitrificação. (b) Micrografia eletrônica mostrando os vários
danos causados ao embrião após a vitrificação, rompimento de célula com liberação de conteúdo citoplasmático na blastocele (setas) e corpos de
inclusão (asteriscos). (c) Espaço perivitelínico bem evidente (EPV), com grande quantidade de debris. (d) Célula com citoplasma granular e presença
de vesícula de degradação (VD). (e) Presença de junções (setas) entre células adjacentes. (MCI) massa celular interna, (N) núcleo, (MI) mitocôndria
intumescida.
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5.3.4 Embriões submetidos à pressão hidrostática e vitrificados

A ultraestrutura dos embriões submetidos à pressão hidrostática e vitrificados

estava bem próxima da observada nos embriões apenas vitrificados. Os embriões re-

expandiram após 4 horas de cultivo, com identificação evidente de MCI e trofoblasto

(Figura 2.7a). Espaço perivitelínico grande e com presença de debris, também

observados na região da blastocele (Figura 2.7a). A zona pelúcida apresentava muitos

poros, aparentemente maiores do que os embriões controle ou apenas submetidos à

pressão.

Células do trofoblasto apresentavam microvilosidades na superfície da

membrana plasmática voltada para o espaço perivitelínico. Junções de adesão entre

células do trofoblasto estavam presentes, demonstrando a recuperação da forma normal

do embrião. Mitocôndrias intumescidas e normais eram observadas tanto nas células da

MCI quanto nas células do trofoblasto (Figura 2.7b).

Ponto importante observado nestes embriões foi a maior quantidade de núcleos

por área de MCI quando comparados com aqueles apenas vitrificados (Figura 2.7c),

apesar de apresentarem corpúsculos multivesiculares e vesículas de degradação,

características marcantes nos embriões submetidos à vitrificação.
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Figura 2.7 – Blastocisto submetido a pressão e vitrificado. (a) Micrografia eletrônica do embrião mostrando o efeito deletério da vitrificação, com presença de
vesículas de degradação (VD), conteúdo citosplamático na blastocele (setas finas) e blastômero extruso (BE). (b) Contudo, o embrião apresenta retorno da sua
forma, com junções de adesão entre células adjacentes (seta grossa) e desmossomos (DES), além da presença de mitocôndrias normais (MN). (c) Embrião com
grande quantidade de núcleos intactos (N) após a vitrificação (MI mitocôndria intumescida).
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6 DISCUSSÃO

O acúmulo dos efeitos causados pela pressão hidrostática pode ser letal,

dependendo do nível de pressão, tempo de exposição, temperatura, entre outros.

Gametas e embriões respondem diferentemente ao estresse causado pela pressão

hidrostática. Na avaliação de ovócitos e espermatozóides suínos, os gametas foram

tolerantes à pressão no nível de 20-40MPa (Pribenszky et al., 2007a; Du et al., 2008;

Huang et al., 2009), já embriões de camundongo suportaram níveis mais elevados de

pressão, entre 60-80 MPa (Pribenszky et al., 2005).

Na primeira etapa deste trabalho observou-se que embriões bovinos PIV

apresentavam a mesma baro-tolerância que embriões murinos, quando empregado os

mesmos níveis de pressão e tempo (Pribenszky et al., 2005). E embriões num estágio de

desenvolvimento maior (Bx) foram mais tolerantes a pressão que embriões menos

desenvolvidos (Bl). A pressão de 80 MPa por 1 hora diminuiu a taxa de eclosão de

embriões Bl e não causou esse efeito em embriões Bx.

A compactação da blastocele é um evento dependente da magnitude e da

duração do tratamento de pressão empregado, ficando evidente que a partir de 60 MPa

por 1 hora todos os embriões sofrem esse processo. Pribenszky et al. (2005) assumem

que a pressão não é a responsável direta pela compactação, mas sim os efeitos causados

por ela, como produção de diferentes proteínas, alteração reversível na estrutura de

proteínas e mudanças nos processos metabólicos. Embriões compactados retomam suas

morfologia normal após 2 horas de cultivo in vitro, re-expandem e eclodem,

similarmente ao grupo controle.

No segundo experimento, avaliou-se o efeito de um choque subletal (pressão

hidrostática) na capacidade de sobrevivência de embriões bovinos PIV a um outro

choque (vitrificação), buscando o efeito de proteção cruzada. O tratamento com PH

subletal induz a produção de proteínas específicas (como HSPs) que apresentam

funções diversas, como na melhora de tolerância ao estresse, no dobramento de

proteínas e na transdução de sinais em bactérias e células de mamíferos (Csermely et al.,

1998). O efeito de proteção cruzada foi relatada em bactérias, Wemekamp-Kamphuis et

al. (2002) encontraram um nível de sobrevivência 100 vezes maior quando bactérias

foram submetidas a um choque por resfriamento antes da pressurização do que as

bactérias que foram mantidas apenas a 370C e depois pressurizadas.
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No presente experimento foi observado que determinados níveis e tempos de

pressão hidrostática antes da vitrificação podem promover um incremento em torno de

15% nas taxa de eclosão nas avaliações pós desvitrificação, confirmando o efeito de

proteção cruzada.

As taxas de re-expansão e eclosão dos embriões controle vitrificados deste

experimento estavam melhores ou iguais aos resultados obtidos em diferentes trabalhos

utilizando procedimentos semelhantes com embriões produzidos in vitro (Martínez et

al., 2002; Nedambale el al., 2006; Gómez et al., 2008; Block et al., 2009). Mesmo com

esses resultados, foi possível obter uma melhora na taxa de eclosão quando utilizou-se

um tratamento prévio a vitrificação aplicando pressão de 40 MPa e 60 MPa por 1 hora.

Neste segundo experimento ficou claro o efeito deletério da pressão hidrostática

no nível de 80 MPa, onde 30 minutos promoveu uma pior taxa de re-expansão e não foi

observado melhora quando comparado com os grupos controles, e 1 hora foi a pior taxa

de re-expansão e eclosão entre todos os grupos avaliados.

O estresse causado pela pressão hidrostática pode levar a alterações nas

membranas biológicas (Tauc et al., 2002), proteínas (Silva, et al., 2001;), RNA e DNA

(Murakami e Zimmerman, 1973) e no metabolismo celular (Abe, et al., 1999). Estas

alterações podem causar inibição de crescimento ou morte celular, dependendo da

magnitude utilizada, assim como do tempo de exposição em combinação com

temperatura, pH e, também, pela sensibilidade dos diferentes organismos a pressão. O

uso do nível de pressão de 80 MPa em embriões bovinos com tempo de exposição de 1

hora promove mudanças na sua estrutura e metabolismo que levam à diminuição da

sobrevivência.

Após vitrificação, os embriões Bx apresentaram melhores taxas de re-expansão e

eclosão que Bl, sendo que o tratamento 60 MPa por 1 hora foi o que obteve melhor

resultado usando embriões Bl. Já com embriões Bx, o tratamento de 40 MPa por 1 hora

e 60 Mpa por 30 minutos e 1 hora apresentaram resutados semelhantes ao grupo não

vitrificado e melhores que os embriões apenas vitrificados e vitrificados bancada. Esses

resultados indicam que o tratamento 60 MPa por 1 hora pode ser usado para embriões

Bl e Bx.

A indução mecânica da compactação tem sido utilizado como alternativa no

procedimento de congelamento de embriões humanos, visando promover uma melhor

taxa de sobrevivência pós descongelamento (Vanderzwalmen et al. 2002; Son et al.,

2003; Hiraoka et al., 2004; Mukaida et al., 2006) pois a saída de água da blastocele
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favorece a diminuição da formação de cristais de gelo no processo de criopreservação.

No presente trabalho avaliou-se o efeito compactação e não compactação dos embriões

após determinados níveis e tempos de pressão e não observamos um incremento nas

taxas de sobrevivência dos embriões que sofreram compactação, isto sugere que as

melhores taxas de sobrevivência após a desvitrificação são pelos efeitos indiretos da

pressão hidrostática, como indução de proteínas de estresse.

Este é o primeiro trabalho que avalia ultraestruturalmente o efeito da pressão

hidrostática em embriões bovinos PIV e o efeito no procedimento de vitrificação destes

embriões.

Embriões controle produzidos in vitro, descritos neste trabalho, apresentavam

ultraestrutura semelhante aos descritos na literatura (Abe et al., 1999; Boni et al., 1999;

Crosier et al., 2001), principalmente, pela presença de grande quantidade de lípídeos.

Esta característica é determinante na alta susceptibilidade destes embriões ao processo

de criopreservação (Pereira & Marques, 2008).

O estresse da pressão hidrostática promoveu um aumento nas microvilosidades

das células do trofoblasto. Após a pressão hidrostática, ocorreu contração da blastocele

e aumento da quantidade de debris celulares no espaço perivitelínico, este pode ter sido

o fator que levou ao aumento das microvilodidades nestes embriões. Microvilosidades

estão diretamente relacionadas com a maior capacidade de absorção (Betteridge &

Flechon, 1988), pois aumenta a superfície de contato da célula. A maior quantidade de

microvilosidades nos embriões submetidos à pressão pode melhorar o procedimento da

vitrificação, pois aumentaria as taxas de troca entre água e crioprotetores.

A avaliação dos embriões também revelou um aumento na presença de

mitocôndrias eletrodensas, hodded, nos embriões submetidos à pressão. Em embriões

bovinos, 3 tipos de mitocôndrias são descritos: (a) mitocôndria madura, com cristas bem

desenvolvidas; (b) mitocôndria imatura com poucas cristas periféricas e aparência tipo

capuz (hooded); (c) mitocôndria vacuolizada apresentando vesícula no seu interior

(Crosier et al., 2000; Kolle et al., 2004). Mitocôndrias imaturas são encontradas

tipicamente em ovócitos e estágios iniciais de desenvolvimento embrionário (Senger &

Saacke, 1970; Ullmann & Butcher, 1996), controlando a produção de energia nessa fase

(Devreker & Englert, 2000). Essa característica da mitocôndria limita a possibilidade de

fosforilação oxidativa e reduz o potencial para geração de espécies reativas de oxigênio

(ROS), que podem iniciar um estresse oxidativo seguido por necrose (Liu & Keefe,

2000; Liu et al., 2000). Por outro lado, mitocôndrias imaturas podem ter funções
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especiais relacionadas com metabolismo energético que pode não ser preenchido pela

mitocôndria madura, por esse motivo alguns autores classificam estas hooded como

mitocôndrias embrionárias e não imaturas (Kolle et al., 2004).

Membranas da mitocôndria são estruturas dinâmicas capazes de mudar a forma

rapidamente em resposta a uma alteração nas condições osmótica ou metabólica, ou

seja, em resposta a um estresse (Hackenbrock, 1966; Frey & Mannella, 2000). Células

de gânglio da retina de rato, RGC 5, cultivadas por 3 dias sobre pressão hidrostática

apresentaram alterações deletérias nas características das mitocôndrias (Ju et al., 2007).

A modificação da morfologia da mitocôndria para a forma hooded indica um

aumento na área de superfície da organela (Senger & Saacke, 1970), englobando uma

parte do citoplasma da célula. Esta condição pode facilitar a troca de metabólitos entre o

citoplasma englobado e o interior da mitocôndria (Stephens & Bills, 1965) e está

relacionada com metabolismo de lipídeos (Kolle et al., 2004). O aumento desse tipo de

mitocôndrias após a pressão hidrostática, pode estar correlacionado com as melhores

taxas de sobrevivência dos embriões após a vitrificação, já que os embriões produzidos

in vitro apresentam como característica marcante a presença de grande quantidade de

gotas lipídicas que podem influenciar negativamente no processo de criopreservação.

Comparando a técnica de vitrificação às outras técnicas de criopreservação, esta

apresenta uma melhor taxa na sobrevivência e prenhez de embriões PIV (Nedambale et

al., 2004; Mucci et al., 2006). Contudo, quando observou-se a ultraestrutura desses

embriões foi constatado o quanto a vitrificação ainda é deletéria ao embrião, com

diminuição da eletro-densidade da matriz citoplasmática, corpúsculos multivesiculares e

vesículas de degradação.

Na avaliação por estereomicroscopia, o embrião retornou à sua forma

aparentemente normal após 4 horas de cultivo, momento em que foram fixados para

avaliação ultraestrutural. Vajta et al. (1997) observaram uma reorganização diferente

após 4 horas de cultivo, pois não era possível observar separação entre MCI e

trofoblasto, contudo após 24 horas os embriões se reorganizavam e apresentavam alta

taxa de reexpansão e eclosão. Já outros trabalhos utilizando técnica de curva de

congelamento lento observaram uma total desorganização e não reestabelecimento dos

embriões PIV após o congelamento e descongelamento (Kuwayama et al., 1994, Fair et

al., 2001).
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Os resultados deste trabalho indicam que embriões PIV suportam a vitrificação,

conseguem se reestabelecer, contudo apresentam uma série de danos celulares. Mais

estudos são necessários para minimizar esses danos.

Gómez et al. (2008b) observaram que os danos da vitrificação acontecem

seletivamente nas células da MCI dos embriões, não afetando o número de células do

trofoblasto, o que poderia explicar a sobrevivência in vitro, mas com baixos índices de

prenhez quando transferidos, já que as células que originariam o feto estariam

comprometidas. Fato também observado no presente trabalho, já que os embriões do

grupo controle vitrificados apresentavam diminuição do número de núcleos por área de

MCI.

Os embriões submetidos à pressão antes da vitrificação parecem ter melhorado a

sua característica após o descongelamento, pois maior quantidade de núcleos por área

de MCI foram encontradas, aumentando a possibilidade de retomada do

desenvolvimento celular. Isto pode ser o indicativo na melhora das taxas de

sobrevivência e eclosão após a desvitrificação observados neste trabalho, estes embriões

apresentam uma reorganização mais rápida e com maior quantidade de núcleos.

Este trabalho demonstrou que embriões bovinos PIV são sensíveis à pressão

hidrostática a partir de 80 MPa, e que embriões mais desenvolvidos apresentam maior

baro-tolerância. Também demonstrou que a aplicação do tratamento de pressão

hidrostática antes da vitrificação pode promover um efeito de proteção cruzada,

melhorando as taxas de re-expansão e eclosão dos embriões. Com relação a

ultraestrutura, embriões submetidos a pressão hidrostática de 60 MPa por 1 hora,

apresentam alterações, principalmente no aumento das microvilosidades e presença de

grande quantidade de hooded mitocôndrias, fato esse que pode estar relacionado com a

melhora nas taxas de sobrevivência e eclosão após a criopreservação.

Mais trabalhos são necessários para suportar o entendimento do efeito de

proteção cruzada causada pela pressão hidrostática e a confirmação deve ser feita com

trabalhos in vivo, com obtenção de taxas de prenhez usando a pressão hidrostática no

procedimento de criopreservação de embriões.
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CAPÍTULO 3

MELHOR MOMENTO PARA VITRIFICAÇÃO DE EMBRIÕES BOVINOS

PRÉ-TRATADOS COM PRESSÃO HIDROSTÁTICA: AVALIAÇÕES IN

VITRO E DE EXPRESSÃO GÊNICA

1 RESUMO

A pressão hidrostática tem sido empregada, recentemente, em diferentes tecnologias de

reprodução assistida. O tratamento com pressão hidrostática induz produção e

estabilização de proteínas específicas, que apresentam funções específicas aumentando

a tolerância ao estresse e podem promover proteção cruzada a células submetidas a

outras condições de estresse. O presente trabalho teve como objetivo avaliar diferentes

períodos de equilíbrio entre o tratamento com pressão hidrostática e a vitrificação (0, 1 e

2 horas) de embriões bovinos produzidos in vitro e correlacionar com o nível de

expressão de genes relacionados a estresse oxidativo, metabolismo de lipídios e estresse

térmico. Blastocistos PIV foram colocados em uma câmara de pressão hidrostática

(Cryo-innovation Ltd., Budapeste, Hungria), a magnitude e duração da pressão foi

otimizada em experimentos anteriores. Pressão de 60 MPa foi aplicada por 60 minutos a

32°C. Imediatamente após o tratamento com pressão (PH imed), ou após 1 hora (PH 1

hora) ou 2 horas (PH 2 horas) de incubação, os embriões foram separados em dois

procedimentos: vitrificados e desvitrificados usando OPS ou congelados a -80°C até a

análise de expressão gênica. Blastocistos não tratados foram vitrificados ou mantidos a -

80°C como controles. Transcritos de MnSOD, GPX4, HSP 70, CIRP-b e ERG 25 foram

quantificados por RT-PCR e normalizados pela expressão da beta-actina. Os grupos PH

imed e PH 1 hora apresentaram melhores (P<0.05) taxas de re-expansão e eclosão após

vitrificação e desvitrificação (88% e 76%; 90% e 74%, respectivamente), comparados

aos grupos não tratado (81% e 63%, respectivamente) e PH 2 horas (79% e 70%,

respectivamente). Contudo, o grupo PH 1 hora mostrou uma maior velocidade de re-

expansão quando comparados aos demais grupos. Apenas o gene ERG 25 diferiu entre
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os grupos, com maior abundância de transcritos (P<0,05) no grupo PH 1 hora com

relação ao grupo controle. Os grupos PH imed e PH 2 horas apresentaram expressão

intermediária. Apesar disso, foi possível observar o mesmo comportamento entre os

genes avaliados, MnSOD, GPX4, HSP 70 e ERG 25, mostrando um aumento numérico

na expressão destes genes no grupo PH 1 hora e retorno do nível de expressão no grupo

PH 2 horas. O gene CIRP-b não foi expresso nas condições do experimento. Tratamento

com PH melhorou a sobrevivência in vitro de embriões bovinos vitrificados. Células

embrionárias reagem em resposta ao estresse, aumentando a expressão de genes

específicos, como o ERG 25, que podem promover uma maior resistência a outros

processos estressantes, incluindo a vitrificação.

Palavras chave: pressão hidrostática, vitrificação, expressão gênica.
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2 ABSTRACT

The application of sublethal hydrostatic pressure (HP) treatment has been investigated

recently in different assisted reproductive techniques. Sublethal HP treatment could

induce production/stabilization of specific proteins, that plays essential roles in

improving stress tolerance and may further cross-protect the cells in other stress

condition. The aim of this study was to evaluate different equilibrium period between

HP treatment and vitrification (0, 1 and 2 hours) of bovine embryo produced in vitro

and correlate with the level of gene expression related to oxidative stress, lipid

metabolism and temperature stress. Day 7 IVP blastocysts were aspirated in TQC

holding medium (AB Technology, Brazil) to 0,25 ml straws. Straws were pressure

treated in custom-made hydrostatic pressure chamber (Cryo-Innovation Ltd., Budapest,

Hungary). The magnitude and duration of the pressure was optimized in earlier

experiments. Six hundred bar pressure was applied for 60 min at 32°C. Immediately

after pressure treatment (HP Imed group), or following 1 (HP 1 hour group) or 2 hours

(HP 2 hours group) incubation, the embryos were separated in two different

proceedings: embryos were vitrified and warmed using OPS or were stored at -80°C

until gene expression analysis. Untreated blastocysts were vitrified or stored at -80ºC as

controls. Transcripts for manganese superoxide dismutase (MnSOD), glutathione

peroxidase 4 (GPX4), heat shock protein 70 (HSP 70), cold inducible RNA-binding

protein (CIRP-b) and methyl sterol oxidase 25 (ERG 25) were quantified by RT-PCR

and normalized by beta-Actin expression. Data from re-expansion and hatching rates

were analyzed by logistic regression. The relative abundance of mRNA for the target

genes in embryos were evaluated by ANOVA and Tukey's test. The HP Imed and HP 1

hour groups had higher (P<0.05) re-expansion and hatching rates after

vitrification/warming (88% and 76%; 90% and 74%, respectively), compared to

untreated (81% and 63%, respectively) and HP 2 hours groups (79% and 70%,

respectively). However, the HP 1 hour group showed improvement speed of the

blastocysts re-expansion, compared to untreated control, HP Imed and HP 2 hours

groups. Only 25 ERG differed among groups, with greater abundance of the transcript

(P<0.05) in HP 1 hour group than in control group. The HP Imed and HP 2 hours

groups showed an intermediary expression. No changes in transcript level were
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observed for MnSOD, GPX4 and HSP 70 genes. However, it was possible to observe

the same behavior among the different evaluated genes, MnSOD, GPX4, HSP 70 and

ERG 25, showing a numerical increase in the expression of genes in HP 1 hour group

and a return of the expression level in HP 2 hours group. CIRP-b gene did not express

in these experimental conditions. Sublethal HP treatment was found to be efficient in

increasing the in vitro development of vitrified bovine embryo. Embryo cells react with

a specific response, increasing gene expression, like ERG 25 gene, that may make them

more resistent to subsequent stressing processes, including vitrification.

Key Words: hydrostatic pressure, vitrification, gene expression.
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3 INTRODUÇÃO

Em 1962, descobriu-se que a exposição de células de glândula salivar de

Drosophila busckii a calor e outros agentes químicos produzia o surgimento de um novo

espessamento em cromossomos, que representava sítios específicos de transcrição para

síntese de proteínas (Ritossa, 1962).

As células estressadas produzem grande quantidade de uma determinada classe

de proteínas, chamadas de “heat shock” (HSP) ou proteínas de estresse. Essas proteínas

apresentam funções variadas, como regulação do estado oxidativo das células;

regulação protéica; e como chaperonas, que ajudam a evitar a agregação de proteínas

desnaturadas e auxiliam no retorno dessas proteínas à sua forma nativa (Ellis, 1987).

Outro grupo de proteínas descrito que são induzidas após um período de estresse

moderado por hipotermia são as cold shock (CSP), estas têm como funções fisiológicas

proteger e restaurar conformações nativas de RNA durante o estresse, atuando como

chaperonas de RNA (Graumann e Marahiel, 1999) e também como ativadoras de

transcrição (La Teana et al., 1991).

Sabe-se que diferentes agentes, tais como calor, frio, agentes químicos, pressão

hidrostática, entre outros, causam uma resposta da célula levando a mudanças no

comportamento de expressão gênica.

Escherichia coli expostas à pressão hidrostática de 53 MPa (0,1 MPa = 1 bar = 1

atm) resultou na indução de 55 proteínas, incluindo 11 HSPs e 4 CSPs. Pressão

hidrostática é o único estressor conhecido que, simultaneamente, induz tantas proteínas

HSP e CSP (Welch et al., 1993). Huang et al. (2009) avaliando o perfil de proteínas de

sêmen suíno tratados com pressão hidrostática e submetidos ao procedimento de

criopreservação, encontraram 3 proteínas mais expressas após o resfriamento e o

descongelamento das amostras de sêmen, relacionando essa alteração no perfil protéico

com o melhor resultado do tamanho da leitegada usando sêmen suíno tratado com

pressão previamente ao congelamento (Kuo et al., 2007).

Análise de 6200 genes conhecidos de Saccharomyces cerevisiae mostrou que

5% dos genes foram afetados pela pressão hidrostática, sendo que genes envolvidos na

defesa, estresse e metabolismo de carboidratos e lipídios foram induzidos pela PH

(Fernandes et al., 2004).
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O uso da pressão hidrostática como ferramenta em técnicas de reprodução tem

sido relatado nos últimos anos, seguindo a hipótese que células submetidas a um

estresse subletal induzem uma série de proteínas que podem protegé-las a um novo

desafio, a teoria de “proteção cruzada”.

O estresse subletal causado pela pressão hidrostática melhorou os resultados da

criopreservação de embriões murinos (Pribenszky et al., 2005a) e bovinos (Pribenszky

et al., 2005b). Sendo que os melhores resultados nas taxa de sobrevivência e eclosão

para embriões bovinos foi obtido quando utilizou-se 60 MPa por 1 hora (Siqueira Filho

et al., dados não publicados). Também foi relatado aumento de motilidade pós

descongelamento e fertilização de sêmen de suíno e bovino após tratamento com

pressão hidrostática (Kuo et al., 2007; Pribenszky et al., 2007).

Nos trabalhos de criopreservação de ovócitos, os melhores resultados foram

alcançados quando permaneciam no meio de cultivo por período de 1 a 2 horas entre o

tratamento com pressão hidrostática e a vitrificação, este período seria necessário para a

produção de proteínas que poderiam proteger os ovócitos a novos danos (Du et al.,

2008).

Os mecanismos pelos quais a pressão hidrostática promove uma melhora nos

resultados destas diferentes técnicas não estão totalmente elucidados. Este trabalho tem

como objetivos avaliar o melhor momento após o tratamento com pressão hidrostática

que embriões bovinos devem ser vitrificados. Além disto, correlacionar estas

informações com o nível de expressão de alguns genes candidatos, envolvidos no

estresse oxidativo (MnSOD e GPX4), resposta a estresse térmico (HSP 70 e CIRP-b) e

metabolismo de lipídio (ERG-25).

4 MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Produção In vitro de Embriões

Todos os meios utilizados, da maturação ao cultivo, foram fornecidos pela

Nutricell® Nutrientes Celulares Ltda (Campinas, São Paulo, Brasil).
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4.1.1 Coleta e seleção de ovócitos

Ovários de vacas mestiças foram coletados de abatedouros e transportados em

solução salina 0,9% a uma temperatura de 36°C até o laboratório. Os folículos de 2 a 8

mm foram puncionados usando agulha 18G e seringa. O líquido aspirado foi depositado

em um tubo cônico de 15 ml (TPP®) e mantido em banho-maria a 35°C. Esse líquido foi

vertido num filtro de coleta de embriões e lavados com solução tampão de fosfato (PBS

- Nutricell®) e então colocados numa placa de 100mm (TPP®). A procura e seleção dos

complexos cumulus ovócitos (CCO) foi realizada com o auxílio de um

estereomicroscópio (Nikon – SMZ 650), somente os CCOs de qualidade I e II foram

selecionados para os experimentos, sendo avaliados pela presença e quantidade de

células do cumulus, além da coloração e característica do ooplasma.

4.1.2 Maturação, fecundação e cultivo in vitro

Os CCOs selecionados foram lavados e transferidos em grupos de 20-25 para

gotas de 150µl de meio de maturação (MIV – Nutricell®). As gotas de MIV eram

cobertas com óleo de parafina (360 Medical Fluid 350 CST – DOW CORNING®) e

estabilizadas, previamente ao uso, por duas horas em incubadora a 39°C, 5% de CO2 e

umidade saturada. Os CCOs permaceiam por um período de 22 horas.

Após o período de maturação, os CCOs foram lavados e transferidos para gotas

de 150µl de meio de fecundação, FEC Nutricell®, que foi suplementado com

penicilamina, hipotaurina, epinefrina (PHE) e heparina.

A seleção espermática foi realizada utilizando a técnica de gradiente de percoll,

sendo preparado com 1 ml de percoll 45% e 1 ml de percoll 90%, centrifugado a 700g

por 15 minutos a uma temperatura de 30°C. O pellet formado era retirado,

ressuspendido em 1 ml de meio de capacitação (CAP - Nutricell®) e centrifugado por

mais 5 minutos nas mesmas condições. Após a centrifugação, o sobrenadante era

retirado e o pellet ressuspendido em meio de fecundação. A concentração final de dose

inseminante/gota era de 1 x 106 espermatozóides/ml. Ovócitos e espermatozóides eram
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co-incubados por 15-18 horas em estufa a 39ºC, com 5% de CO2 em ar e umidade

saturada. O dia da fecundação foi considerado D0.

Os possíveis zigotos foram transferidos para o meio fluido sintético do oviduto

(SOF - Nutricell®) suplementado com aminoácidos essenciais e não essenciais, tri-

citrato de sódio, myo-inositol e soro fetal bovino (SOFaaci). Sendo avaliados em D2

para clivagem e em D6 e D7 para observação da taxa de blastocisto. No sétimo dia de

cultivo, os embriões foram classificados de acordo com o manual da Sociedade

Internacional de Transferência de Embriões (IETS - Robertson & Nelson, 1998), apenas

blastocistos e blastocistos expandidos grau 1 foram utilizados.

4.2 Pressão Hidrostática

No sétimo dia de cultivo os embriões foram envasados em palhetas de 0,25 ml,

com meio de manutenção (TQC, AB Tecnology, Brasil) sem presença de bolhas e

seladas com lacradores de palhetas de plástico. Estas palhetas foram colocadas dentro

da câmara de pressão hidrostática (Cryoinnovation Ltda, Budapeste, Hungria), sendo

submetidos à pressão hidrostática de 60 MPa por 1 hora a uma temperatura de 32°C.

4.3 Vitrificação

Os embriões foram vitrificados segundo metodologia de Vajta et al. (1998), esta

técnica utiliza uma palheta especial denominada de open pulled straw (OPS - Minitub®,

Brasil). Duas soluções de vitrificação foram utilizadas, a solução de vitrifiação 1 (SV1)

era composta de TCM 199 com sais de Hank´s (Gibco BRL®) suplementado com 20%

de SFB, 10% de dimetilsulfóxido (DMSO - Sigma®) e 10% de etilenoglicol (EG -

Merck®). A solução de vitrificação 2 (SV2) apresentava uma concentração de 20% de

DMSO, 20% de EG e 0,5 M de sacarose (Sigma®).

Os embriões eram retirados do meio de manutenção e expostos a SV1 por 1

minuto e 20 segundos na SV2. Nestes 20 segundos, os embriões eram colocados na
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OPS e mergulhados diretamente no nitrogênio líquido (N2). O tempo do início da

exposição dos embriões a SV2 até a imersão no N2 não deve ultrapassar os 20 segundos.

4.4 Desvitrificação

Os embriões vitrificados permaneceram no N2 por pelo menos 1 hora. O

processo de desvitrificação foi realizado dando 3 banhos com soluções que

apresentavam quantidade decrescente de sucrose. A OPS era imersa na primeira

solução, TCM 199 suplementado com 20% de SFB e 0,5M de sucrose, onde os

embriões permaneciam por 5 minutos, depois eram passados para segunda solução,

TCM 199 suplementado com 20% de SFB e 0,25M de sucrose por mais 5 minutos e

finalmente em solução de manutenção, TCM 199 suplementado com 20% de SFB,

onde também eram mantidos por 5 minutos. Todos as soluções eram pré-aquecidas na

estufa e se mantinham entre 38 e 39°C durante o processo de desvitrificação.

Após a desvitrificação, os embriões retornavam para placas de cultivo em meio

SOF - Nutricell®, separados de acordo com os tratamentos, e eram avaliadas as taxas de

re-expansão e eclosão até 72 horas após a desvitrificação.

4.5 Avaliação da Expressão Gênica

A técnica de RT-PCR semi-quantitativo foi utilizada para a avaliação de

expressão gênica dos embriões. Foram avaliados 5 genes, 2 relacionados com estresse

oxidativo, Glutationa Peroxidase (GPX) e Magnésio Superóxido Dismutase (Mn-SOD),

1 relacionados com metabolismo de lipídeo, Metil Esterol Oxidase (Erg 25) e 2

relacionados com estresse térmico, Heat shock protein 70 (HSP 70) e Cold inducible

RNA- binding protein (Cirp-B). Como controle, foi utilizado o gene β-ACTINA. As

sequências dos primers e o tamanho dos fragmentos são apresentadas na tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Seqüência dos primers utilizados e tamanhos dos fragmentos amplificados.

Gene Primer (5’-3’) Fragmento

Actina Sense 5’ TATTgCTgCgCTCgTggT 3’ 344 pb
Antisense 5’ TCTTCTCACggTTggCCT 3’

MnSOD Sense 5’ CCCATgAAgCCTTTCTAATCCTg 3’ 307 pb
Antisense 5’ TTCAgAggCgCTACTATTTCCTTC 3’

GPX-4 Sense 5' CgCCgAgTgTggTTTAC-3' 315 pb
Antisense 5' AggTCCTTCTCTATCACCAg-3'

CIRP-b Sense 5’ CTggATCCgCTCTCTTTgTC 3’ 369 pb
Antisense 5’ CTACTCTgCCTgCCTCAAgC 3’

HSP-70 Sense 5’ CAAgATCACCATCACCAACg 3’ 239 pb
Antisense 5’ AAATCACCTCCTggCACTTg 3’

Erg 25 Sense 5’ ATCCAgCTTCCgTTgATTTg 3’ 221 pb
Antisense 5’ CCAAATggAgCCTgAAACTC 3’

Foram utilizados de 3 a 5 pools por tratamento, com 10 a 15 embriões por pool,

sendo balanceado com mesma quantidade de embriões e mesmo grau de

desenvolvimento entre todos os tratamentos do mesmo pool. Sendo coletados e

congelados numa quantidade mínima de PBS em N2.

O RNA total foi extraído utilizando Trizol Reagent (Invitrogen TM) seguindo as

recomendações do fabricante, com modificações. Foi acrescentado nos pools de

embriões 50µl de Trizol e 25µl de glicogênio, homogeneizados, e então adicionado 10

µl de clorofórmio. Centrifugados a 12.000g por 15 minutos a 40C, o procedimento

continua utilizando a fase aquosa do sobrenadante, isto foi feito retirando com cuidado

essa fração para um novo tubo, neste tubo foi acrescido 25 µl de isopropanol gelado

para precipitar o RNA, permanecendo overnight a -20°C. Após este período, o material

foi centrifugado a 13.000g por 10 minutos a 40°C, o sobrenadante foi descartado e o

pellet ressuspendido em 100 µl de etanol 75%. Centrifugado a 7.000g por mais 7

minutos a 4°C, o etanol foi retirado com cuidado para não ressuspender o pellet, e o

tubo foi deixado aberto em temperatura ambiente para secagem do “pellet” por 10

minutos, que foi re-suspendido com 8 µl de água “DNase e RNase free”.

O RNA foi tratado com DNase (Promega®), usando 1 UI de DNase, e tampão para

uma concentração final de 1X, aquecido a temperatura de 37°C por 30 minutos. Em

seguida, foi acrescido 1 µl de “stop solution” e aquecido a 65°C por 10 minutos, para

inativar a ação da DNase.
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A síntese do cDNA foi realizada utilizando 13 µl do RNA total, 0,5 g/L de

oligo(dT) e 200 M dos 4 dNTP’s, sendo aquecido por 5 minutos a 65°C. Adicionou-se

então o tampão (1X) da enzima transcriptase reversa (RT), 2 L de DTT (0,1 M) e 40 UI

de RNAse-OUT. Em seguida a reação foi submetida a 42°C por 52 minutos, sendo que

aos dois minutos, o programa foi parado e adicionado ao tubo 200 UI da enzima RT e foi

dado segmento ao programa, terminando com um passo a 70°C por 15 minutos. Sendo

mantidos no freezer -20 até serem utilizados para a PCR.

Antes da realização das reações de PCR, foi padronizado, para cada gene, o

número de ciclos, temperatura de anelamento, quantidade de magnésio e primer usados.

As condições utilizadas na reação para todos os genes foram: 1 L de cDNA, tampão da

Taq 1X, 0,8 mM dos 4 dNTP’s e 2UI de Taq DNA polimerase. As variações utilizadas na

reação para cada gene estão descritas na tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Alterações utilizadas na PCR de cada gene.

Gene
Magnésio

(MgCl2)
Primer Ciclos

Temperatura

anelamento

Actina 2 mM 0,50 M 40 56°C

MnSOD 2 mM 0,50 M 33 54°C

GPX-4 2 mM 0,50 M 33 54°C

CIRP-b 1 mM 0,25 M 40 54°C

HSP-70 1 mM 0,50 M 36 55°C

Erg 25 1 Mm 0,50 M 38 54°C

Os produtos amplificados foram submetidos à eletroforese em gel de agarose

1,5% e corados com brometo de etídio.

A quantificação relativa dos transcritos foi determinada por densitometria

pelo programa Image J, versão 1.36b, utilizando o gene da β-ACTINA como

constitutivo.
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4.6 Delineamento Experimental

4.6.1 Experimento 1 –Embriões submetidos à pressão hidrostática e vitrificados após

diferentes tempos

Neste experimento foram avaliados diferentes momentos entre o tratamento com

pressão hidrostática e a realização da vitrificação. A escolha da pressão e tempo

utilizados foi definida com base nos resultados obtidos em outros experimentos do

nosso grupo (dados não publicados), onde 60 MPa por 1 hora apresentou os melhores

resultados nas taxas de sobrevivência e eclosão.

Os embriões foram divididos nos seguintes grupos:

G1 – (controle) – embriões mantidos na incubadora;

G2 – (vitrificados incubadora) – embriões foram mantidos na incubadora até o

momento da vitrificação;

G3 – (pressão e vitrificação) – embriões submetidos à pressão de 60 MPa por 1

hora, a vitrificação ocorreu em 3 diferentes tempos:

1 – embriões vitrificados imediatamente após submetidos à pressão hidrostática;

2 – embriões voltaram para a incubadora e foram vitrificados 1 hora após

submetidos à pressão hidrostática;

3 – embriões voltaram para a incubadora e foram vitrificados 2 horas após

submetidos à pressão hidrostática;

Foram utilizados 69 embriões no grupo controle, 88 no grupo vitrificado

incubadora e 247 no grupo pressão e vitrificação dividido entre os diferentes tempos, num

total de 5 réplicas. Após a desvitrificação os embriões foram avaliados pela taxa de re-

expansão e eclosão após 4, 24, 48 e 72 horas.
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4.6.2 Experimento 2 – Avaliação da expressão gênica de embriões bovinos

submetidos a pressão hidrostática

Este experimento teve como objetivo avaliar a expressão de alguns genes no

exato momento em que os embriões seriam vitrificados, ou seja, os embriões foram

submetidos à pressão de 60 MPa por 1 hora e retirados para avaliação de expressão

gênica imediatamente, com 1 hora ou 2 horas após a pressão hidrostática.

4.7 Análise Estatística

Os dados relativos à taxa de re-expansão e eclosão dos embriões submetidos a

tratamento com pressão hidrostática e vitrificados em diferentes momentos foram

analisados por regressão logística, sendo considerado significante o valor de p<0.05.

Os dados de expressão gênica que apresentavam distribuição normal foram

avaliados por análise de variância (ANOVA) e as diferenças determinadas pelo teste de

Tukey. Nos dados não paramétricos, o teste utilizado foi o de Kruskal Wallis, utilizando

o programa Prophet, versão 5.0, 1996, sendo considerado significante o valor de

p<0.05.

5 RESULTADOS

Os resultados do experimento 1 estão apresentados na Tabela 3.3 e perfazem 404

embriões obtidos em 5 réplicas. As taxas de re-expansão e eclosão do grupo controle

(97%, 97%, 98% e 100% para re-expansão, 23%, 72%, 90% para eclosão), nos

diferentes momentos de avaliação, foram superiores aos grupos vitrificados.

Tratamento com pressão hidrostática, nos diferentes momentos de equilíbrio

(imediatamente, 1 hora e 2 horas), apresentou melhor resultado na taxa de eclosão

comparada com o grupo controle vitrificado. Já o tratamento de pressão com tempo de

equilíbrio para vitrificação de 0 (PH imed) e 1 hora (PH 1 hora) melhoraram
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significativamente as taxas de re-expansão e eclosão dos blastocistos

vitrificados/desvitrificados, comparados com o grupo tratado com pressão seguido de

período de equilíbrio de 2 horas (Tabela 3.3).

O grupo PH 1 hora teve o melhor incremento dos grupos avaliados pelas taxas

de re-expansão, eclosão e maior velocidade de recuperação dos embriões pós

desvitrificação. Mostrando melhores resultado nos diferentes momentos de avaliação

quando comparados com o grupo apenas vitrificado (taxa de re-expansão: 88%, 89%, 85

e 90%, taxa de eclosão: 22%, 51 e 75% vs. taxa de re-expansão: 63%, 69%, 71 e 81%.,

taxa de eclosão: 6%, 43 e 64% ).

Tabela 3.3 - Taxa de re-expansão e eclosão de embriões vitrificados após diferentes
momentos de equilíbrio pós pressão hidrostática (PH imed – vitrificados imediatamente
após a pressão; PH 1 hora - vitrificados após 1 hora e PH 2 horas – vitrificados após 2
horas).

Tratamento N
4h pós-

pressão ( % )
24h pós-

pressão ( % )
48h pós-

pressão ( % )
72h pós-

pressão ( % )

Total Re-expansão Re-expansão Eclosão Re-expansão Eclosão Re-expansão Eclosão

Controle 69 97,1
a

97,1
a

23,2
a

98,55
a

72,46
a

100
a

91,3
a

Vitrificação 88 63,64
c

69,32
d

6,82
c

72,73
c

43,2
c

81,82
c

63,64
d

PH imed 88 69,32
c

80,7
c

12,5
b

84,1
b

51,14
b

88,36
b

76,14
b

PH 1 hora 82 86,6
b

89,02
b

21,95
a

85,37
b

51,22
b

90,24
b

74,95
b

PH 2 horas 77 76,62
c

77,92
c

20,7
a

80,52
b

49,35
b

79,22
c

70,13
c

a, b, c
Diferentes sobrescritos na coluna, diferem significativamente (P<0.05).

Outra avaliação que demonstrou a superioridade do grupo PH 1 hora foi a

melhor qualidade dos embriões na avaliação usando estereomicroscópio, com maior

quantidade de embriões grau 1, pela classificação da IETS, principalmente pelas

características de coloração dos blastômeros e menor presença de células extrusadas.

No segundo experimento, dos cinco genes avaliados apenas o ERG 25 diferiu

entre os grupos, com maior abundância de transcritos no grupo PH 1 hora comparado ao

grupo controle, já os tratamentos PH imed e PH 2 horas não diferiram entre os

tratamentos (Figura 3.1).
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Não foi observada diferença entre os tratamentos nos genes MnSOD, GPX4 e

HSP 70. Contudo, foi possível observar um mesmo comportamento entre os diferentes

genes avaliados, MnSOD, GPX4, HSP 70 e ERG 25, com um aumento na expressão

dos genes no grupo PH 1 hora e posterior retorno do nível de expressão no grupo PH 2

horas (Figura 3.1).
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Figura 3.1 – Nível de transcritos de MnSOD, GPX4, ERG 25 e HSP 70 em embriões bovinos PIV submetidos a pressão hidrostática de 60 MPa por 1
hora e avaliados imediatamente, com 1 hora e 2 horas após a pressão. Como grupo controle foram usados embriões que estavam em cultivo in vitro. Os
dados (média ± EPM) foram normalizados pelo gene Actina.

a-bDiferentes letras nas barras indicam valores diferentes (P<0,05).
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Avaliando todos os genes agrupados dentro de cada tratamento, controle, PH

imed, PH 1 hora e PH 2 horas, o tratamento PH 1 hora apresentou maior quantidade

relativa de mRNA (P<0,05) comparado com os demais tratamentos (Figura 3.2).

Figura 3.2 – Quantidade relativa de transcritos (Média ± EPM) de todos os genes

avaliados (MnSOD, GPX4, HSP 70 e ERG 25) dentro de cada tratamento (controle,

pressão imediatamente, pressão + 1 hora e pressão + 2 horas).

a-bDiferentes letras nas barras indicam valores diferentes (P<0,05).

Não foi detectado expressão do gene CIRP-b nos embriões controle e naqueles

submetidos à pressão hidrostática. Um grupo controle positivo (amostra de fígado) foi

amplificado juntamente com as amostras deste experimento (Figura 3.3)

Figura 3.3: Eletroforese em gel de agarose, representando a não amplificação do gene
CIRP-b nos grupos controle e tratados com pressão e a alta expressão no controle
positivo (C+).
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6 DISCUSSÃO

No presente estudo foram avaliados diferentes momentos entre o tratamento com

pressão hidrostática e a vitrificação. Foi observado que existem diferenças nas taxas de

re-expansão e eclosão usando os mesmos níveis de pressão e tempo, mas variando o

momento para vitrificação após a pressão hidrostática, com melhores resultados nos

grupos PH imed e PH 1 hora comparados aos grupos PH 2 horas e vitrificados. Du et al

(2008) também encontraram diferenças neste sentido, com melhores taxas de

sobrevivência de oócitos porcinos vitrificados após 1 ou 2 horas do tratamento com

pressão hidrostática.

Um período de equilíbrio após o tratamento com pressão hidrostática é

necessário para aumentar a sobrevivência a um novo estresse, como por exemplo, um

novo estresse de pressão ou baixa temperatura. O efeito de proteção foi observado em

fungos após pressão (Palhano et al., 2004), iniciando 15 minutos após a descompressão

e persistindo por 1 hora. Acredita-se que a maioria dos genes com maior expressão após

pressão codificam proteínas relacionadas a proteção de membranas, que depois de

produzidas, estabilizam a célula por um determinado período, resultando na proteção

contra novos estresses por até 1 hora após a descompressão (Fernandes et al., 2005).

Welch et al. (1993) observaram que o aumento de todas as proteínas induzidas pela

pressão ocorria entre 0 e 1 hora após a pressão, com uma queda entre 1 e 2 horas e meia.

Contudo, algumas proteínas mantiveram altos níveis de síntese até 3 horas após a

pressão hidrostática.

Na avaliação de expressão gênica, cinco genes foram selecionados por terem

sido relacionados com o aumento de expressão após a pressão hidrostática e por estarem

correlacionados com possível efeito benéfico no processo de criopreservação, pela

proteção que promoveriam as células. Quantificou-se a expressão relativa dos genes

MnSOD e GPX4, relacionados a resposta ao estresse oxidativo (Côrrea et al., 2008);

HSP-70 e CIRP-b, expressos após alterações de temperatura, apresentando função de

chaperonas (Sonna et al., 2002); e ERG25, participante na via de síntese de ergosterol

(Bard et al., 1996 ), relacionado com proteção de membranas. Foi realizado RT-PCR

semi-quantitativo (Lequarré et al., 2001; Nowak-Imialek et al., 2008), usando a Actina

como gene de referência.
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Inicialmente, a expressão individual dos genes candidatos foi avaliada em cada

momento após a pressão hidrostática (PH imed, PH 1 hora e PH 2 horas). A expressão

relativa da maioria dos genes foi similar nos diferentes momentos de avaliação, exceto o

ERG 25, que mostrou um aumento na expressão no grupo PH 1 hora. Estresses que

causam desestabilização da membrana, tais como osmótico, etanol, baixa temperatura e

pressão hidrostática, induzem a expressão do gene ERG 25 (Alexandre et al., 2001;

Sahara et al., 2002;), que é um esterol desaturase envolvido na biosíntese do ergosterol.

O ergosterol é uma molécula similar ao colesterol, contudo apresenta uma cadeia

insaturada, já o colesterol apresenta cadeia saturada. A biosíntese deste esterol envolve

duas etapas, primeiro de acetato a farnesil pirofosfato e depois a ergosterol. Fernandes

et al. (2004) avaliando o padrão de expressão de genes em fungos submetidos a pressão

hidrostática, demonstraram que o gene ERG 25 estava altamente expresso, sugerindo

que esta molécula pode ser um importante protetor de membranas celulares sob pressão

hidrostática.

Embriões bovinos PIV após vitrificados, normalmente tornam-se extremamentes

vulneráveis aos danos da criopreservação, pelas lesões intracelulares e de membrana

(Dinnyés et al., 1999. Pugh et al., 2000, Gómez et al., 2008) e aos processos de

resfriamento e descongelamento que resultam em estresse osmótico.

Acredita-se que embriões adquirem uma fragilidade estrutural após o processo

de criopreservação, por tornarem-se particularmente susceptíveis a estresse oxidativo

causado pelas espécies reativa a oxigênio (ROS) (Caamano et al., 1998; Feugang et al.,

2004). Injúrias na membrana plasmática dos blastômeros e a destruição da viabilidade

da célula tem sido vinculadas a radicais de oxigênio e ROS (Bilodeau et al., 2000; Ali et

al., 2003). Estresse oxidativo ocorre quando ROS não são adequadamente removidos

das células e é o causador de muitos tipos de injúrias, incluindo peroxidação lipídica,

necroses e apoptoses (Holliwell et al., 1992).

No sistema antioxidante, as SODs são as enzimas iniciais, que permitem a

conversão de ânions superóxidos em peróxido de hidrogênio, que por sua vez serão

removidos pela GPX e catalase. O aumento da expressão desses genes tem sido

relacionado com melhor qualidade do embrião (Rizos et al., 2003; Lonergan et al.,

2003) e com maior capacidade de sobrevivência em ambientes adversos, como cultivo

sob alta tensão de O2 (Côrrea et al., 2008).
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Pressão hidrostática a partir de 150 MPa induz estresse oxidativo, o dano

subletal causado pela pressão resulta num desequilíbrio no balanço metabólico, levando

a um aumento nas espécies reativas de oxigênio (ROS) (Aertsen et al., 2005). Por causar

essa indução do estresse oxidativo, hipotetizou-se que após a pressão hidrostática o

embrião teria um aumento de enzimas capazes de promover uma proteção ao estresse

oxidativo que seria provocado nos processos subsequentes de vitritificação e

desvitrificação. Contudo, o nível de pressão utilizado no presente experimento (60 MPa)

não foi suficiente pra elevar a expressão de genes relacionados a estresse oxidativo

(MnSOD e GPX4).

A regulação de genes relacionados com resposta a estresse, tais como HSP,

podem ser afetadas pela temperatura, pH, agentes químicos, entre outros (Sonna et al.,

2002), além disso, as próprias condições do cultivo in vitro podem induzir essa

expressão (Oliveira et al., 2006). A família das HSP 70 é expressa em células

embrionárias (Kawarsky & King, 2001), apresentando maior expressão em embriões

produzidos in vitro quando comparados com embriões produzidos in vivo

(Balasubramanian et al., 2007), HSP 70 tem sido utilizado como indicador de estresse

embrionário.

A pressão hidrostática também atua como agente indutor da expressão de HSP´s,

como HSP 70. Foi relatado aumento da expressão desse gene após células humanas

terem sido submetidas à pressão hidrostática de 30 MPa (Kaarniranta et al., 1998).

Neste trabalho, não observou-se o aumento da expressão desse gene em embriões

bovinos submetidos à pressão hidrostática, isto pode ser explicado pelo fato do próprio

sistema de cultivo onde os embriões foram produzidos, já que foi um sistema in vitro,

terem induzido uma maior expressão de HSP 70.

Apesar de não ter sido observada diferença estatística entre os tratamentos nos

genes MnSOD, GPX4 e HSP-70, estes apresentaram o mesmo comportamento de

expressão gênica, com aumento da expressão relativa do grupo PH 1 hora e posterior

diminuição do nível de expressão no grupo PH 2 horas. Por esse comportamento,

analisou-se de forma agrupada todos os genes, essa avaliação foi chamada de expressão

global. Sendo observada diferença entre o nível de expressão relativa entre o grupo PH

1 hora comparado aos demais momentos pós pressão e ao grupo controle.

Estes resultados sugerem que a pressão hidrostática atua como agente causador

de estresse ao embrião, alterando a expressão de genes, chegando num nível máximo
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após um determinado período, sendo este o melhor momento para que a célula possa

sofrer um novo estresse, pois está preparada com maior quantidade de proteínas de

proteção. Essa ativação de genes pode promover o efeito de proteção cruzada, isto pode

ser a explicação para a melhora nas taxas de re-expansão e eclosão e na velocidade de

re-expansão de embriões vitrificados após o tratamento com pressão hidrostática.

Estas informações permitem concluir que 1 hora após a descompressão é o

melhor momento para a criopreservação do embrião, com melhores resultados de re-

expansão, eclosão, velocidade na taxa de re-expansão e com melhor qualidade

embrionária pós desvitrificação.
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CAPÍTULO 4

CONCLUSÕES

O presente trabalho demonstrou que embriões bovinos produzidos in vitro

suportam pressão hidrostática num patamar abaixo de 80 MPa.

Alguns níveis e tempos de pressão hidrostática promoveram melhoras nas taxas

de re-expansão e eclosão em embriões vitrificados e desvitrificados, o nível de 60MPa

por 1 hora apresentou os melhores resultados.

Blastocistos expandidos foram mais barotolerantes e apresentaram melhores

resultados quando comparados com blastocistos após vitrificação e desvitrificação.

Foi observado que um período de equilíbrio entre o tratamento com pressão

hidrostática e a vitrificação se torna necessário, já que o grupo de embriões vitrificados

após 1 hora de serem submetidos a pressão hidrostática apresentavam uma maior

velocidade da re-expansão que todos os demais grupos e melhores taxas de eclosão

quando comparados aos grupos controle e vitrificado após 2 horas da pressão.

A pressão hidrostática promoveu alterações na ultraestrutura dos embriões,

aumentando a quantidade de microvilosidades e de mitocôndrias hooded. Essas

características na célula embrionária podem estar relacionadas com os melhores

resultados após a vitrificação, pois embriões que passaram pela pressão e foram

vitrificados apresentavam maior quantidade de núcleos por área de MCI.

Além disso, a expressão gênica também sofreu mudanças quando as células

embrionárias foram submetidas a pressão. Dos genes avaliados, apenas o ERG 25

apresentou maior quantidade de transcritos no grupo PH 1 hora quando comparado ao

grupo controle. Contudo, todos os genes apresentavam um mesmo comportamento, com

aumento da expressão após 1 hora e retorno após 2 horas, e quando agrupamos todos os

genes, avaliando a expressão global, foi observado uma maior expressão dos genes no

grupo PH 1 hora comparado aos demais grupos.

Nossos resultados mostraram que a aplicação do tratamento com pressão

hidrostática antes da vitrificação pode melhorar a velocidade de desenvolvimento e as

taxas de re-expansão e eclosão de embriões bovinos PIV, podendo ser utilizado como

ferramenta no procedimento de criopreservação.


