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RESUMO

A criopreservacdo de embrides é uma importante ferramenta que possibilita a logistica de
armazenamento e transferéncia de blastocistos de alto mérito genético. Existem na
atualidade duas principais metodologias distintas de criopreservacdo, o congelamento
lento e a vitrificacdo, desenvolvidas a fim de evitar crioinjarias. A vitrificacdo é uma
técnica de congelamento rapido, que transforma o liquido em estado vitreo, diminuindo
os efeitos negativos da formacao de cristais de gelo. Contudo, a técnica de vitrificacdo
ainda pode causar danos referentes a formacao dos cristais de gelo. Algumas proteinas
foram identificadas como inibidoras de formacdo de gelo intracelular, denominadas de
proteinas anticongelantes (antifreeze proteins - AFP). Estas proteinas tém acdo na
modificacdo da estrutura do cristal de gelo, diminuindo o ponto de congelamento e
inibindo a atividade de recristalizacdo. Com base no exposto este trabalho objetivou
avaliar os efeitos crioprotetores da AFP extraida da graminea Lolium perenne (LpAFP) e
da AFP extraida da larva do besouro do Tenebrio molitor (TmAFP) na vitrificacdo de
embribes bovinos. Para isto, blastocistos bovinos produzidos in vitro foram vitrificados
utilizando o método cryotop em ambos experimentos. No primeiro experimento, durante
0 processo de vitrificagéo, os blastocistos foram aleatoriamente separados em dois grupos
experimentais, sendo o grupo controle (GC) contendo 0 ng/mL de LpAFP e o grupo
tratamento (GT) suplementado com 500 ng/mL de LpAFP. A vitrificacdo deu-se
transferindo os blastocistos para a solucdo de equilibrio: 7,5% de etilenoglicol (EG) e
7,5% de dimetil sulfoxido (DMSO) por 2 min, posteriormente para a solucdo de
vitrificacdo: 15% EG, 15% dimetil sulféxido (DMSO) e em seguida depositados na haste
do cryotop e submersos em Nitrogénio liquido. O aquecimento foi realizado em trés
etapas com concentracdes decrescentes de sacarose (1,0, 0,5 e 0,5 M de sacarose). Apds
0 aquecimento, os blastocistos foram cultivados por 24 horas e analisados a taxa de
sobrevivéncia (expansdo e/ou eclosdo), marcados com Hoechst para avaliacdo do nimero
total de células e analisados em microscopia eletrdnica de transmissdo para avaliacdo
ultraestrutural. No segundo experimento, os blastocistos produzidos in vitro foram
aleatoriamente separados em trés grupos experimentais e vitrificados com meio de
estabilizacdo e vitrificagdo suplementados com diferentes concentracdes de TmAFP: 0
ng/mL; 500 ng/mL e 1.000 ng/mL. O processo de vitrificagdo e aquecimento se deu da
mesma forma do primeiro experimento. Apds 24 horas de cultivo pds aguecimento, foram

analisadas a taxa de sobrevivéncia (expansdao e/ou eclosdo) e realizada analise



ultraestrutural dos embrides expandidos. No experimento 1 os resultados mostraram que
ndo houve diferenca significativa na taxa de reexpansdo 24 horas apds aquecimento,
entretanto houve variagdo (P < 0,05) na taxa de eclosdo no GT. O nimero total de células
24 horas apds o aquecimento foi significativamente maior no GT quando comparado ao
GC (GT 114,87 £ 7,24 vs. GC 91,81 + 4,94). A andlise ultraestrutural demonstrou
diminuicdo das lesbes citoplasmaticas, principalmente nas mitocéndrias e reticulo
endoplasmatico rugoso no GT. No experimento dois, 0 grupo suplementado com 500
ng/mL de TmAFP (500TmAFP) apresentou maior taxa de sobrevivéncia quando
comparado aos outros dois grupos, controle (0 ng/mL de TmAFP) e 1000TmAFP (1000
ng/mL de TmAFP), também foi observada maior taxa de expansdo da blastocele no grupo
500TmAFP. Lesdes ultraestruturais foram observadas em todos os embrides vitrificados,
entretanto os embriBes dos grupos 500TmMAFP e 1000TmAFP apresentaram menos lesdes
citoplasmaticas quando comparadas ao grupo controle. Em conclusdo, o experimento 1
demonstrou que a adicdo de 500 ng/mL de LpAFP durante a vitrificagdo de embrides
bovinos produzidos in vitro se mostrou favoravel na melhoria da sobrevivéncia e
desenvolvimento dos blastocistos apds o aquecimento. Em adicdo, o experimento 2
evidenciou que a suplementacdo de TmAFP pode mitigar as alteracdes celulares, as quais
envolvem organelas e componentes celulares essenciais para o funcionamento adequado

e viabilidade p6s aquecimento de embrifes bovinos produzidos in vitro vitrificados.

Palavras-chave: Lolium perenne; Tenebrio molitor; Criopreservacdo; Vitrificacdo;

Cryotop; Blastocistos, PIVE.



ABSTRACT

Embryo cryopreservation is an important tool that enables the logistics of storage and
transfer of blastocysts of high genetic merit. There are currently two main distinct
cryopreservation methodologies, slow freezing and vitrification, developed in order to
avoid cryoinjuries. Vitrification is a rapid freezing technique that transforms the liquid
into a glassy state, reducing the negative effects of ice crystal formation. However, the
vitrification technique can still cause damage related to the formation of ice crystals.
Some proteins have been identified as inhibitors of intracellular ice formation, called
antifreeze proteins (AFP). These proteins have action in modifying the structure of the
ice crystal, decreasing the freezing point and inhibiting the recrystallization activity.
Based on the above, this study aimed to evaluate the cryoprotective effects of AFP
extracted from the grass Lolium perenne (LpAFP) and AFP extracted from the larva of
the Tenebrio molitor beetle (TmAFP) on the vitrification of bovine embryos. For this, in
vitro produced bovine blastocysts were vitrified using the cryotop method in both
experiments. In the first experiment, during the vitrification process, the blastocysts were
randomly separated into two experimental groups, the control group (GC) containing 0
ng/mL LpAFP and the treatment group (GT) supplemented with 500 ng/mL LpAFP.
Vitrification was carried out by transferring the blastocysts to the equilibrium solution:
7.5% ethylene glycol (EG) and 7.5% dimethyl sulfoxide (DMSO) for 2 min, then to the
vitrification solution: 15% EG, 15 % dimethyl sulfoxide (DMSQ) and then deposited on
the cryotop rod and submerged in liquid nitrogen. Heating was carried out in three steps
with decreasing concentrations of sucrose (1.0, 0.5 and 0.5 M sucrose). After heating, the
blastocysts were cultured for 24 hours and analyzed for survival rate (expansion and/or
hatching), stained with Hoechst to evaluate the total number of cells and analyzed under
transmission electron microscopy for ultrastructural evaluation. In the second experiment,
in vitro produced blastocysts were randomly separated into three experimental groups and
vitrified with stabilization and vitrification medium supplemented with different
concentrations of TmAFP: 0 ng/mL; 500 ng/mL and 1000 ng/mL. The vitrification and
heating process took place in the same way as in the first experiment. After 24 hours of
post-warming cultivation, the survival rate (expansion and/or hatching) was analyzed and
ultrastructural analysis of the expanded embryos was performed. In experiment 1, the
results showed that there was no significant difference in the reexpansion rate 24 hours

after heating, however there was variation (P < 0.05) in the hatching rate in the GT. The



total number of cells 24 hours after heating was significantly higher in the GT when
compared to the GC (GT 114.87 £ 7.24 vs. GC 91.81 £ 4.94). The ultrastructural analysis
showed a decrease in cytoplasmic lesions, mainly in mitochondria and rough endoplasmic
reticulum in GT. In experiment two, the group supplemented with 500 ng/mL of TmAFP
(500TmAFP) had a higher survival rate when compared to the other two groups, control
(0 ng/mL of TmAFP) and 1000TmAFP (1000 ng/mL of TmAFP), also a higher rate of
blastocoel expansion was observed in the 500TmAFP group. Ultrastructural lesions were
observed in all vitrified embryos, however embryos from the 500TmAFP and
1000TmAFP groups showed less cytoplasmic lesions when compared to the control
group. In conclusion, experiment 1 demonstrated that the addition of 500 ng/mL of
LpAFP during the vitrification of in vitro produced bovine embryos proved to be
favorable in improving the survival and development of blastocysts after heating. In
addition, experiment 2 showed that TmAFP supplementation can mitigate cellular
changes, which involve organelles and cellular components essential for proper
functioning and viability after heating of vitrified in vitro produced bovine embryos.

Keywords: Lolium perenne; Tenebrio molitor; cryopreservation; vitrification; cryotop;
Blastocysts, PIVE.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento da tecnologia para produgdo de embrides in vitro (PIVE)
reforca o ganho genético, pois possibilita maior utilizacdo de matrizes e reprodutores de
elite. A criopreservacdo € uma ferramenta que possibilita a melhoria na logistica de
armazenamento e transferéncia dos blastocistos e consequentemente a difusdo do
germoplasma por todo o mundo, além de possibilitar 0 armazenamento de embrides

produzidos em excesso.

De acordo com a Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides (IETS,
2021), em 2019, foram transferidos, em todo mundo, 797.190 embrides bovinos
produzidos in vitro, deste total, 44,39% foram de embrides congelados-descongelados.
Apesar do numero crescente de embriGes criopreservados, esse processo de
armazenamento pode causar leses nas células embrionarias devido a formacdo de cristais
de gelo intracelular, ao choque osmdtico e a toxidade de crioprotetores (Alfarha et al.,
2018; Ferreira et al., 2015). Em adicdo, embribes produzidos in vitro sdo mais sensiveis
a criopreservacao, quando comparados com seus equivalentes produzidos in vivo, em
decorréncia, sobretudo do alto teor lipidico presente no citoplasma de embriGes PIVE
(Pryor et al., 2011; Sudano et al., 2011).

As estratégias para superar essas adversidades incluem, principalmente, a redugédo
do volume de solucgéo de crioprotecdo e o aumento da criotolerancia com a incorporagédo
de aditivos ao meio de criopreservacao (Pereira e Marques, 2008), além de diferentes
métodos de criopreservacdo utilizados. O congelamento lento e vitrificacdo sdo o0s
procedimentos mais comumente empregados para criopreservacdo de embrides (Arshad
etal., 2021).

A vitrificacdo tem como objetivo solidificar células sem cristalizacdo, diminuindo
os efeitos adversos do congelamento, além dos beneficios adicionais que permitem
flexibilidade e praticidade, podendo ser realizada rapidamente e eliminando a necessidade
de equipamentos caros e de alta manutencdo (Liebermann e Tucker, 2004). Quando
comparada ao congelamento lento, a vitrificagdo se torna mais eficiente quando é avaliada
a taxa de gestacdo apos a transferéncia dos embrides criopreservados (An et al., 2016; Do
etal., 2017).
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Diversos dispositivos sdo utilizados para a vitrificacdo de blastocistos, como
grades de microscopia eletrdnica, cryotop, cryoloop, hemistraws e cryotip (Morato et al.,
2010), entre estes, podemos destacar o cryotop como excelente dispositivo de vitrificacao,
devido ao baixo volume de meio de criopreservacédo e a exposicao direta dos blastocistos
em nitrogénio liquido, que leva a transicdo para um estado semelhante ao vidro e por

conseguinte reduz o potencial dano celular (Morat6 et al., 2010).

Contudo, a vitrificacdo pode causar alteragcdes nos blastocistos bovinos (Inaba et
al., 2016). Em embribes porcinos foi observado retardo na proliferacdo de blastbmeros
vivos durante o cultivo pds aquecimento (Nguyen et al., 2018), sugerindo que este
procedimento pode afetar o desenvolvimento subsequente dos embrides que

sobreviveram a vitrificag&o.

Diversas pesquisas tém sido conduzidas para diminuir os efeitos negativos da
formacéo dos cristais de gelo durante a criopreservacdo (Nishijima et al., 2014). Entre
elas, podemos destacar a suplementagdo do meio de vitrificacdo com proteinas
anticogelantes (AFPs) (Nishijima et al., 2014; Lee et al., 2015; Liang et al., 2016).

As AFPs sdo encontradas em diversos seres vivos que sdo adaptados a ambientes
frios (Rubinsky et al., 1991), como peixes do artico e antarticos, além de vegetais, anfibios
e insetos, desempenhando assim, papel importante para sua sobrevivéncia em ambientes
com temperaturas abaixo de 0 °C (Yeh e Feeney, 1996; DeVries e Wohlschlag, 1969).
Estas proteinas tém afinidade de ligacdo ao gelo e podem cineticamente diminuir a
temperatura para a formacdo de cristais de gelo, sendo assim, prevenindo os danos
mecanicos causados as células devido a formacéo de cristais de gelo. (Jia e Davies, 2002;
Madura et al., 2000).

Com base no exposto, objetivou-se analisar os efeitos crioprotetores da AFP
extraida da graminea Lolium perenne (LpAFP) e da AFP extraida da larva do besouro do

Tenebrio molitor (TMAFP) na vitrificacdo de embrides bovinos produzidos in vitro.
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1.1. Conservacéao de recursos genéticos animal

Os avancos cientificos e tecnologicos alcancados durante as Ultimas décadas na
reproducdo animal resultaram no desenvolvimento de uma variedade de ferramentas
comumente referidas como tecnologias de reproducdo assistida, que tem como principal
objetivo maximizar o numero de descendentes de animais geneticamente superiores e
disseminar o germoplasma por todo mundo (Ferré et al., 2020). A conservacgéo de gametas
e embriGes animais, incorporada as biotecnologias da reproducdo assistida, € um pré-
requisito para utilizacao destes materiais genéticos em escala comercial, além de permitir
a criacdo de bancos de germoplasma de animais geneticamente superiores além dos
ameacados de extin¢éo.

Em 1938 Basile J. Luyet e Eugene L. Hodapp publicaram o primeiro relato bem-
sucedido de vitrificacdo de espermatozoides (Arav, 2014), no entanto, somente apos
1949, Christopher Polge, Audrey Smith e Alan Parkes, ao tentarem duplicar os resultados
de Luyet, descobriram acidentalmente que o glicerol possuia propriedades crioprotetoras,
sendo este fato, um marco nos estudos da criobiologia (Polge et al., 1949).

A criobiologia, termo derivado do grego (crio = frio, bios = vida e logos = ciéncia),
pode ser definida como o estudo dos efeitos das baixas temperaturas sobre as células ou
seres vivos com o propdésito da criopreservacao, e inclui a analise de células, proteinas,
6rgdos ou todo o organismo de animais e plantas submetidas a criopreservacdo (Moawad,
2010).

Todavia, a criobiologia ndo estuda exclusivamente a criopreservacéo de células,
tecidos, gametas e embriGes de animais e humanos, podemos destacar outras areas de
estudos que incluem: o estudo da adaptacdo ao frio; o armazenamento de 6rgdos em
condicBes hipotérmicas para transplante; a liofilizacdo; criocirurgias e os aspectos de
engenharia mecanica da transferéncia de calor durante resfriamento e aquecimento
(Moawad, 2010).

A criopreservacao de embrides permite o incremento das taxas de melhoramento
genético em rebanhos, pois favorece a logistica de difusdo genética, contemplando
machos e fémeas de elite, beneficiando o intercdmbio internacional de germoplasma e
evitando o transporte de animais (Pereira e Marques, 2008). Contudo as técnicas de

criopreservacao ndo sdo exclusivas de espécies domésticas, tecidos e células de animais
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selvagens ameacados de extingcdo também podem ser criopreservados com o objetivo de

diminuir o risco do seu desaparecimento (Holt e Comizzoli, 2022).

1.1.1. Métodos de criopreservacado de odcitos e embrides

Além da refrigeracdo, na atualidade existem dois métodos principais de
criopreservacao de gametas, a saber: o congelamento lento e a vitrificagdo. Estas duas
abordagens foram desenvolvidas para evitar a formacgéo de cristais de gelo intracelular
durante o congelamento bem como les6es osmaticas e toxidade dos crioprotetores (Figura
1) (Alfoteisy, 2012).

Figura 1. Representagdo esquematica de um embrido durante os métodos de congelamento lento
e vitrificacdo. Os hexagonos brancos representam os cristais de gelo. A concentragdo de

crioprotetores é mostrada pela escuriddo do sombreamento (Adaptado de Moawad, 2010).

Congelamento
lento

Resfriamento
Lento

A 4

Resfriamento
Rapido

Vitrificagao

Solugao Solugéo Solugaode Nitrogénio
fisiologica crioprotetora vitrificacdo Liquido

O congelamento lento tem a vantagem de usar baixas concentracfes de
crioprotetores que, em grandes concentracdes, estdo associados com toxicidade quimica
e choque osmotico (Arav, 2014). A vitrificacdo é um processo rapido de criopreservagdo
em que os embrides sdo imediatamente congelados em nitrogénio liquido levando a
formacdo de uma camada vitrea (Argyle et al., 2016).

Ambas as metodologias de criopreservacdo sdo baseadas em dois principais
fatores: os crioprotetores e as taxas de resfriamento e aquecimento (Moawad, 2010). O
armazenamento, aquecimento e remocdo dos crioprotetores (reidratacdo) difere pouco
entre as técnicas de criopreservacdo, sendo a principal diferenca a quantidade dos

crioprotetores e a taxa de resfriamento (Vajta e Kuwayama 2006).
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1.1.1.1. Método de Congelacéo lenta

A técnica de congelamento lento foi desenvolvida pela primeira vez, em 1971,
para criopreservacao de embrides de camundongos (Whittingham et al., 1972; Willadsen
et al., 1978) e poucos anos depois, a técnica estava bem estabelecida para ovelhas
(Willadsen et al., 1976) e gado bovino (Willadsen et al., 1978). O método de resfriamento
lento pode ser definido como um procedimento onde o material bioldgico é embebido em
solucdes crioprotetoras e resfriado lentamente a cerca de 1°C/min (Woods et al., 2004).
Levando ao congelamento da solucdo extracelular antes que os cristais de gelo
intracelulares se formem, criando um desequilibrio osmético e favorecendo a saida da
agua do meio intracelular através da membrana celular (Hardin, 2016).

Nesta técnica, as células sdo gradualmente expostas ao meio de congelamento com
concentracdes relativamente baixas de crioprotetores (CPs) penetrantes, que minimizam
0s danos mecanicos causados as células, evitando a formacdo de cristais de gelo
intracelular.

O congelamento lento tem sido usado com sucesso para congelar odcitos e
embrides de varias espécies de mamiferos, especialmente aqueles que sdo menos
sensiveis ao frio, como camundongo e gato (Luvoni et al., 1997; Ruppert-Lingham, 2003;
Luvoni, 2006) e também foi utilizado para congelar oécitos e embrides humanos (Fabbri,
2006). Por outro lado, resultados insatisfatorios foram relatados para espécies mais
sensiveis a lesbes por frio, incluindo bovinos, ovinos, suinos e equinos (Martino et al.,
1996; Isachenko et al., 1998; Vajta et al., 1998; LeGall and Massip, 1999).

1.1.1.2. Método de Vitrificacao

A vitrificacdo € uma técnica de congelamento rapido, que transforma o liquido em
estado de vidro sem formacédo de cristais de gelo (Hardin, 2016). A camada vitrea se
molda ao formato da membrana celular, permitindo a sua integridade estrutural para
permanecer intacta, ao contrario do congelamento lento (Mandawala et al., 2016).

Apesar de ter sido relatada em 1938 por Basile J. Luyet e Eugene L. Hodapp com
espermatozoides (Luyet e Hodapp, 1938), apenas em 1985 a vitrificagdo foi apresentada
por Rall e Fahy (1985) com embrides murinos e mais tarde, em 1987, obtiveram sucesso

com a vitrificagdo de embrides de ratos (Rall et al., 1987).
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Por varios anos, a vitrificacdo ndo foi o0 metodo de escolha para a criopreservacéo,
0 congelamento lento tinha a preferéncia. Isto devido ao fato de que o sucesso da
vitrificacdo néo foi alcangado facilmente, em razdo da necessidade de altas concentragdes
de crioprotetores penetrantes e volumes relativamente alto de amostras (Arav, 2014).

Um dos fatores determinantes para o sucesso da técnica de vitrificacdo é a
viscosidade do meio em que os embrides ou células estdo suspensos. Quanto maior a
concentracdo de crioprotetores maior sera a variacdo de temperatura para a transi¢ao
vitrea, diminuindo assim as chances de cristalizacdo da agua, e diferentes crioprotetores
e aditivos tém variados niveis de toxidade, taxa de penetracao e temperatura de transicdo
vitrea, a viscosidade do meio é definida pela concentracdo de varios crioprotetores e
aditivos durante a vitrificagdo (Arav, 2014).

No método de vitrificacdo altas concentracdes de crioprotetores penetrantes sao
utilizados para aumentar a viscosidade da amostra ao ponto onde as moléculas
permanecem imobilizadas. Em seguida, a amostra é resfriada em velocidade ultrarrapida
(-100°C/min) para temperatura extremamente baixa, imergindo-a diretamente em
nitrogénio liquido (-196 °C), deixando as células ou tecidos solidificados, semelhante ao
vidro (Fahy et al., 1984; Argyle et al., 2016).

Os crioprotetores penetrantes utilizados na vitrificagdo entram na célula
rapidamente e formam ligacBes de hidrogénio com as moléculas de agua intracelular,
diminuindo o ponto de congelamento para menos de -120 °C (Alfoteisy, 2012). A
vitrificacdo bem sucedida utilizando uma combinacdo de etilenoglicol (EG),
dimetilsulféxido (DMSQO) e sacarose foi inicialmente relatada por Ishimori et al. (1992),
onde se estabeleceu as bases para 0s protocolos de vitrificagao.

As solucdes de vitrificacdo comumente consistem em duas ou trés solucdes que
sdo preparadas em Meio de Cultura de Tecidos (TCM-199) com 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB) (Hardin, 2016). Os meios de vitrificagdo sdo classificados ou denominados
como meio de equilibrio no qual ha baixa concentracdo de crioprotetores que entdo é
aumentada na segunda e/ou terceira solucdo. Estas solucdes também contém sacarose ou
trealose como crioprotetores ndo penetrante (Kuleshova et al., 1999; Hardin, 2016). As
concentracdes dos crioprotetores penetrantes podem variar, e a quantidade de tempo em
cada solucdo tambeém pode ser diferente entre os protocolos, pois ainda nao foi
estabelecido um protocolo ideal (Hardin, 2016).

Além da viscosidade do meio, devido as altas concentracdes de crioprotetores, a

probabilidade do sucesso da vitrificacdo aumenta a medida em que o volume da amostra
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com solucdo diminui. Volumes menores permitem melhor transferéncia de calor,
facilitando assim maiores taxas de resfriamento (Arav, 2014). Além disso, 0 pequeno
volume tem efeito independente sobre a probabilidade de nucleacdo do gelo como foi
descoberto no século XIX por Gay-Lussac, que ao subir em um baldo percebeu que as
gotas das nuvens nao congelavam, apesar das temperaturas abaixo de 0 °C. Descobriu-se
o efeito do volume minimo sobre a resisténcia ao congelamento (Arav, 2014).

Atualmente, o uso da vitrificacdo é preferivel ao congelamento lento, porque
permite a conservacgdo da viabilidade do embrido, pois ha a reducao dos danos causados
a membrana celular quando as células passam pela zona critica de temperatura, entre -5
°C a -80 °C, onde geralmente ocorre a ruptura da membrana celular causada pela
formagéo de cristais de gelo intracelular (Vajta e Nagy, 2006).

A técnica de vitrificacdo geralmente pode ser dividida em duas categorias
distintas: as técnicas de superficie e técnicas de tubulacdo (Saragusty e Arav, 2011). As
técnicas de superficie incluem grade de microscopia eletrénica (Martino et al., 1996),
Cryotop (Hamawaki et al., 1999; Kuwayama et al., 2005), Cryoloop (Lane et al, 1999),
Hemi-straw (Vanderzwalmen et al., 2000), superficie solida (Dinnyes et al., 2000), malha
de néailon (Matsumoto et al., 2001), Cryoleaf (Chian et al., 2005), vitrificacdo de
cobertura direta (Chen et al., 2006), plug de fibra (Muthukumar et al, 2008), espéatula de
vitrificacdo (Tsang e Chow, 2009), Cryo-E (Petyim et al., 2009), Iamina de plastico
(Sugiyama et al., 2010) e Vitri-Inga (Almodin et al., 2010).

Entre as técnicas de tubulacdo pode-se citar a palheta plastica (Rall e Fahy, 1985),
palheta aberta (Vajta et al., 1998), palheta fechada puxada (Chen et al., 2001), pipeta
flexipet-desnudadora (Liebermann et al., 2002), palheta aberta superfina (Isachenko et
al., 2003), CryoTip (Kuwayama, 2007), ponta de pipeta (Sun et al., 2008), dispositivo de
vitrificacdo de alta seguranca (Camus et al, 2006), palheta selada (Yavin et al, 2009),
Cryopette (Portmann et al., 2010), Rapid-i (Larman e Gardner, 2010) e JY Straw (Arav,
2014).

1.2. Mecanismos de injaria celular durante a criopreservagao

Embrides submetidos a processos de criopreservacdo sdo desafiados
termicamente, mecanicamente, toxica e osmoticamente, provocando uma série de
mudancas (Valente et al., 2020). Diversas injurias celulares sdo causadas durante a

criopreservacao, os crioinjurias podem ser definidos como uma série de eventos devido
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ao comprometimento das funcbes celulares apds a criopreservagao, mais precisamente
durante o congelamento da &gua intracelular (Smith e Silva, 2004).

Podem ocorrer criodanos em todos os intervalos de temperatura durante o
processo de criopreservacdo. Na faixa de 15 °C a -5 °C podem ocorrer danos irreversiveis
as goticulas lipidicas citoplasmaticas e aos microtubulos (Vajta e Nagy, 2006). Entre -5
°C e -80 °C o principal criodano observado é a formacéo de cristais de gelo intracelular,
jaentre -50 °C e -150 °C é quando sdo observadas fraturas na zona pellcida e danos em
organelas citoplasmaticas (Rall e Meyer, 1989). Temperaturas abaixo de -150 °C

correspondem a fase de menor injuria celular (Becker, 2016)

1.2.1. Tipos de injdrias durante a criopreservagao

A despeito do método empregado no processo de criopreservacdo, varios fatores
podem levar a crioinjurias celulares. A formagdo de cristais de gelo, efeitos toxicos dos
crioprotetores e chogue osmético sdo alguns exemplos de injurias causadas as células
durante o protocolo de criopreservacao, independentemente do método de congelamento
lento ou da vitrificacdo (Vajta e Kuwayama, 2006).

O processo de criopreservacdo em geral, provoca diversas alteracdes celulares,
geralmente em decorréncia da formacao dos cristais de gelo e do choque osmético, dentre
elas podemos citar: alteragdes cromossomicas, modificacdes da zona pellcida, alteracdes
ultraestruturais do citoesqueleto e das membranas mitocondriais, e a fragmentacdo do
material genético (Moussa et al., 2014). A Tabela 1 mostra o tipo e a causa de danos

causados durante a criopreservacdo dentro de sistemas bioldgicos.
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Tabela 1. Fatores associados ao resfriamento e criopreservagdo, a lesdo celular e morte em

sistemas biologicos (Adaptado de Shaw e Troson, 2000).

Sistema

Tipo / causa do criodano

Todos

Formacao de gelo intracelular / extracelular

Toxidade
Desbalanco de Ca
Producéo de radicais livres
Falha de fertilizacéo

Membrana

Ruptura
Vazamentos
Fuséo
Microvilosidades

Cromossomos

Perda / ganho
Tetraploidia

DNA

Fusdo
Rearranjo

Citoesqueleto

Os microtUbulos se dissolvem
Actina

Proteinas / Desidratacdo
enzimas Perda de funcéo
Microvilosidades mitocondrial
Ultra .,
Vesiculas
estrutural . .
Granulos corticais
Zona Endurecimento
pellcida Fratura

1.2.2. Formacao de cristais de gelo

Na auséncia de crioprotetores, durante o processo pelo qual qualquer tecido
animal é congelado, a 4gua ira se cristalizar tanto do lado de fora da célula (extracelular)
quanto do lado de dentro (intracelular) (Do et al., 2019). O congelamento da agua parece
ser um criodano 6bvio causado pelo processo de criopreservacao de odcitos e embrides,
a formacdo destes cristais de gelo pode perfurar ou rasgar as células e destruir estruturas
celulares simplesmente por agcdo mecénica (Pegg, 2015).

Além de danos mecanicos, a formacéo dos cristais de gelo altera completamente
a composic¢éo do meio, concentrando os solutos dissolvidos e precipitando os solutos que
estdo supersaturados, resultando em desidratagdo osmotica da célula (Nardid et al., 1997).
Os criodanos causados pela formacéo de cristais de gelo provocam o encolhimento e
expansdo das células, que podem ser muito intensos para que elas mantenham a

integridade estrutural, resultando em criodanos irreversiveis (Smith e Silva, 2004)
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Contudo, Mazur et al. (2005) citam que a formacdo de cristais de gelo
extracelulares pode ndo ser prejudicial a célula, eles relataram que mesmo havendo
distorcBes no citoplasma da célula e da membrana plasmatica, essas alteraces séo
reversiveis, e, dentro de 3 a 4 minutos apds o derretimento do gelo extracelular, a zona
pelGcida volta a sua forma original. Em contraste, a formacdo de cristais de gelo
intracelular durante o processo de criopreservacdo é prejudicial a célula (Mazur, 2010).

Uma vez formados, os cristais de gelo possuem uma taxa de crescimento
dependente da temperatura, quanto mais baixa for a temperatura, mais lenta sera a taxa
de cristalizacdo da agua. Rapidas taxas de resfriamento, como na vitrificacdo, resultara
em muitos pequenos cristais de gelo, poque ndo havera tempo para a cristalizagdo (Yavin
e Arav, 2007), logo, uma taxa de resfriamento mais lenta leva a formagéo de cristais de
gelo intracelulares maiores.

Embora o processo de vitrificacdo minimize a formacao de cristais de gelo durante
0 congelamento, é durante 0 aquecimento que ocorrem 0s criodanos causados pela
formagéo de cristais de gelo neste tipo de criopreservacdo (Teng, 2020). Quando as
células sdo aquecidas, os nucleos de gelo minasculos formados durante o resfriamento
comecam a crescer e acelera a medida que a temperatura aumenta, levando uma grande
fracdo do solvente inicialmente vitrificado a se converter em gelo, causando lesdes

mecénicas as células (Hopkins et al., 2012).

1.2.3. Choque osmotico

Uma das consequéncias fundamentais da transicdo da &gua para o gelo é a
alteracdo da capacidade da dgua de solvatar sais e outros solutos (Elliott et al., 2017). Os
solutos sdo expulsos das estruturas dos cristais de gelo, levando a aumento da
concentracdo de sais na fracdo residual da agua (Cocks e Brower, 1974).

O aumento de solutos no meio extracelular é um fator prejudicial as células
durante o congelamento, causando danos irreversiveis a membrana e subsequente lise
celular durante o descongelamento (Elliott et al., 2017). Foi observado que durante o
processo de criopreservagdo de células ha a perda de ions de Potéssio (K+) tornando as
membranas mais permeaveis, 0 que intensifica o gradiente osmotico, resultando em

lesBes da membrana (Gomes, 2020).
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1.3. Crioprotetores

A prevencgdo da formagdo de cristais de gelo intracelular e choque osmatico
podem ser adquiridas utilizando meios de criopreservacdo que incluem crioprotetores
(Shaw et al., 1997). Os crioprotetores além de atuar como um gradiente osmotico para
auxiliar o movimento da agua através da membrana celular, também agem reduzindo o
ponto de fusdo dessa &gua, diminuindo a formacao dos cristais de gelo (Hardin, 2016).

De modo geral, os agentes crioprotetores podem ser divididos em dois grupos:
penetrantes e ndo penetrantes. Os crioprotetores penetrantes sdo compostos por
substancias com baixa massa molecular, os quais atravessam facilmente a membrana
celular. Todavia os crioprotetores ndo penetrantes séo compostos por agucares ou grandes
polimeros de cadeia longa, 0s quais ndo conseguem atravessar as membranas celulares
(Gomes, 2020) (Tabela 2).

A combinacdo de crioprotetores penetrantes e ndo penetrantes podem preservar as
células de maneira ideal durante o processo de criopreservacgdo, entretanto, ha diversos
fatores que precisam ser avaliados individualmente, antes de estabelecer algum protocolo,
como a concentragdo, combinacdo de crioprotetores penetrantes e ndo penetrantes e 0
tempo de exposicdo em cada solucdo que podem afetar a viabilidade das células que seréo

criopreservadas (Hardin, 2016).

Tabela 2 - Crioprotetores comumente utilizados na criopreservacdo de células (Adaptado de
Hutmacher, 2008).

Crioprotetores penetrantes Crioprotetores ndo penetrantes
Baixa massa molecular (Mp) Alta massa molecular (Mp)
M, < 100 Da 180 <M, > 594 Da M, > 1.000 Da (1 KDa)
Crioprotetor M, (Da) Crioprotetor M, (Da) Crioprotetor M, (KDa)
Etilenoglicol (EG) 62,07 Glicose 180,00 Hidroxietilamido 1,35
Propilenoglicol 76,09 Frutose 180,16 Polietilenoglicol 1,45
(PEG)
Dimetilsulféxido Polivinilpirrolidon
(DMSO) 78,13 Lactose 342,30 a (PVP) 10 -40
) Alcool polivinilico
Glicerol 92,09 Sacarose 342,30 (PVA) 30-70
Butilenoglicol 92,09 Trealose 378,33 Ficoll® 70 60 — 80
Acetamida * 59,07 Rafinose 594,51 Dextran >500
Formamida * 45,04

* Crioprotetores mais toxicos.
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1.3.1. Crioprotetores penetrantes

Os crioprotetores penetrantes sdo solventes organicos com massa molecular
pequeno e consequentemente conseguem penetrar na célula (Rall et al., 1984), formando
pontes de hidrogénio com as moléculas de agua e baixando a temperatura de
congelamento, prevenindo a formacdo de cristais de gelo (Chang et al., 2011). Além
disso, os crioprotetores penetrantes também atuam na prevenc¢do da exposi¢do do material
bioldgico a altas concentracdes de eletrolitos (Castro et al., 2011). A eficiéncia dos CPs
varia em funcao da estrutura a ser criopreservada, células ou tecidos, tipo, concentracdo
e tempo de exposicao aos crioprotetores, além das diferencas entre as espécies animais
(Gandolfi et al., 2006; Faustino et al., 2010).

Quando as celulas sdo expostas aos crioprotetores penetrantes, ocorre diminuicao
momentanea de tamanho e posteriormente verifica-se aumento de volume intracelular,
devido ao movimento da agua através da membrana (Alfotesis, 2012). O encolhimento é
causado pela hiper osmolaridade da solucdo extracelular, este cessa quando o efluxo da
agua intracelular e o influxo do crioprotetor penetrante atingem o estado de equilibrio. Os
CPs entrardo nas células em taxas que variam de acordo com a permeabilidade,
temperatura, razdo entre a area de superficie e volume da célula e do gradiente de
concentragédo extracelular de crioprotetores (Pegg, 2007).

Os crioprotetores penetrantes atravessam para o interior da célula por difusdo
simples através da bicamada fosfolipidica da membrana celular ou por difusao facilitada
por canais localizados na membrana. Quando a passagem € realizada por difusdo simples,
a permeabilidade sera diminuida e é dependente da temperatura da solucdo.
Contrariamente a penetracdo por difusdo facilitada que depende menos da temperatura e
possui maior permeabilidade (Jin et al. 2011).

Altas concentracdes de crioprotetores penetrantes sao necessarias para proteger as
células das lesGes causadas pelo processo de criopreservacdo, entretanto, estudos
evidenciam que estes sdo quimicamente toxicos (Takahashi et al., 1985; Karlsson et al.,
2014). Ja nos anos 1980, estudos consideravam o efeito toxicos dos crioprotetores
penetrantes como uma barreira para o éxito da criopreservagdo (Fahy, 1986). A procura
de criprotetores adequados e suas concentracGes apropriadas tem sido relevante em todos
os protocolos de congelamento, crioprotetores com maior efeito osmotico e menor efeito
toxico nas células pds aquecimento é o objetivo principal de diversas pesquisas (Castro
etal, 2011).
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1.3.2. Crioprotetores ndo penetrantes

Outra classe de crioprotetores sdo 0s agentes crioprotetores ndo penetrantes, ou
extracelulares, eles ndo penetram na membrana celular e atuam sobre o desequilibrio
osmotico que ocorre durante a criopreservacdo (Hardin, 2016). Sdo macromoléculas ou
polimeros, de massa molecular e tamanho elevado, adicionados ao meio de
criopreservacao para reduzir o uso de crioprotetores penetrantes, assim, minimizando a
toxidade da solucdo (Alfoteisy, 2012). Genericamente, 0s crioprotetores ndo penetrantes
atuam na elevacdo da osmolaridade do ambiente extracelular, agindo na desidratacédo
celular (Gomes, 2020).

Embora ndo penetrem na célula, essa classe de crioprotetores a protegem por meio
da sua ligacdo as cabecas dos grupos fosfolipidicos da membrana (Santos et al., 2008).
Com isso controlam a entrada e saida de agua da célula, levando a desidratacdo celular
antes do congelamento, reduzindo os danos causados pelo choque osmético (Shaw et al.,
2000).

A adicdo de acucares como crioprotetores ndo penetrante visa reduzir o gradiente
osmotico entre as solugdes intracelulares e extracelulares (Kuleshova et al., 1999;
Alfoteisy, 2012). Os acgucares mais utilizados como crioprotetores ndo penetrantes sao a
sacarose, trealose, rafinose, lactose, glicose e frutose, além de proteinas e lipoproteinas
(Pereira e Marques, 2008). Além disso, foi mostrado que a utilizacdo em conjunto de
crioprotetores ndo penetrantes, como 0s sacarideos, e penetrantes reduzem os efeitos
toxicos destes (Baxter e Lathe, 1971; Saito et al., 1994; Orief et al, 2005).

Outras macromoléculas sao utilizadas nos meios de congelamento e atuam como
crioprotetores ndo penetrantes, como o polietilenoglicol, polivinilpirrolidona, &lcool
polivinilico, Dextran e Ficoll. Este tltimo sendo utilizado com sucesso na criopreservacao

de embrides bovinos (Lane et al., 1999) e humanos (Zech et al., 2005).

1.3.3. Consequéncias tdxicas dos crioprotetores

A toxidade dos crioprotetores é fator limitante fundamental para o sucesso da
criopreservacdo (Fahy, 2010), as altas concentrag0es de crioprotetores podem ser
prejudiciais as células (Meryman, 1971). E relatado que os efeitos toxicos dos
crioprotetores diminuem a viabilidade celular muito mais do que os danos causados pelo

estresse osmotico (Zhang et al., 2005). Diversos estudos tém demonstrado varia¢do nos
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efeitos toxicos dos crioprotetores nas células, por exemplo, o etilenoglicol (EG) e o
Glicerol foram menos toxicos que o Propanodiol (PrOH) e Dimetilsulfoxido (DMSO)
(Hutmacher, 2008; Jomha et al., 2010). Cada crioprotetor possui um mecanismo toxico
diferente.

Dentro da célula, o etilenoglicol é metabolizado inicialmente no reticulo
endoplasmaético, convertido pela acdo da enzima alcool desidrogenase em glicoraldeido,
que por sua vez, tem como sub produto o &cido glicélico (Sumner et al., 1999). Conforme
a quantidade de acido glicolico excede a capacidade de tamponamento natural da célula,
leva a diminuicdo do pH e consequentemente acidose celular (Carney, 1999).

Por se tratar de um constituinte natural das membranas celulares, além de estar
presente em Oleos e gorduras animais e vegetais, todas as células sdo capazes de
metabolizar o glicerol ou sua forma comercial, a glicerina, ressaltando uma atividade
atoxica. Porém, foi relatado que o glicerol afeta a organizacao citoplasmatica através da
viscosidade e alteragdes na polimerizacao das tubulinas, além de alterar a permeabilidade
e a estabilidade da membrana celular (Hammerstedt e Graham, 1992).

Os efeitos toxicos do propanodiol ainda ndo foram bem explorados, foi observada
a producdo de lactato intracelular e consequentemente acidificacdo e alteracdes
hematoldgicas, ocasionando um desequilibrio acido-base e posteriormente morte celular
(Wilson et al., 2005), em um mecanismo semelhante ao etilenoglicol.

O dimetilsulféxido é capaz de combinar ou relacionar-se com proteinas, lipideos,
carboidratos além de &cidos nucleicos, sem alterar de forma irreversivel a configuracédo
destas moléculas (Sojka et al, 1990), sendo essa substancia considerada muitas vezes
como atoxica (Wusteman et al., 2008). Entretanto, foi demonstrado que em altas
concentracgdes (>2,0 M), o DMSO causou aumento do DNA mitocondrial, como tentativa
de reparar as injurias causadas, em concentracdes maiores que 3,0 M, foi observado queda
imediata dos niveis celulares de ATP e a incapacidade de replicacdo de DNA mitocondrial
(Zampolla et al., 2009).

Diferentes estratégias tém sido usadas para minimizar os efeitos toxicos e nocivos
da alta concentracéo de crioprotetores, sem alterar a capacidade de criopreservacao (Fahy,
2010). Além disso, verificou-se que a mistura de dois ou mais tipos de crioprotetores em
meios de congelamento podem causar interagcdes sinérgicas entre eles, ocasionando em
menor toxidade do que a utilizacdo de apenas um CPs (Fahy et al., 2004). A toxidade de

um crioprotetor deve ser o principal fator limitante a ser considerado para alcancar uma
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criopreservacao bem sucedida, independente se for utilizada a metodologia de congelagéo

lenta ou vitrificagdo (Fahy et al., 1987).

1.4. Proteinas anticongelantes

As proteinas anticogelantes (AFPs) foram descobertas no final dos anos 1960,
sendo uma classe de polipeptidios, que estavam presentes em alguns peixes antarticos que
possuiam a capacidade de resistir ao congelamento nas aguas extremamente frias do
oceano austral (DeVries e Wohlschlag 1969). Essas proteinas anticongelantes protegem
as celulas da lesdo por congelamento, reduzindo a formacéo de cristais de gelo durante o
processo de congelamento (Chapsky e Rubinsky 1997).

Elas reduzem o ponto de congelamento da &gua e podem se ligar a superficie de
um cristal de gelo em crescimento para impedir seu crescimento continuo (Davies e Hew,
1990) e inibir a formacéo destes cristais durante o aquecimento (Knight et al., 1984). As
AFPs ja foram documentadas em varios peixes tolerantes ao frio (DeVries e Wohlschl,
1969; DeVries et al., 1970), insetos (Graham et al., 1997), bactérias (Gilbert et al., 2005;
Raymond et al., 2008), fungos (Park et al., 2012) e plantas (Griffith e Yaish, 2004) e por
possuirem a capacidade de influenciar o crescimento dos cristais de gelo, se levou a uma
ampla variedade de aplicacdes, desde a preservacdo de alimentos congelados a
criopreservacao de 6rgaos e células (Bang et al., 2013).

Inicialmente foi sugerido que as AFPs se ligavam em forma de pontes de
hidrogénio a atomos de oxigénio da superficie do gelo (combinacdo de rede) além da
formagéo de pontes de hidrogénio em cadeias laterais (ocupacgéo de rede). Entretanto, a
maioria das estruturas das AFPs de determinados peixes descartam a ocupacéo de rede e
seus locais de ligacdo ao gelo sdo geralmente hidrofébicos, sugerindo que a ligacdo das
AFPs com os cristais de gelo seja fortemente dependente de interacfes hidrofobicas de
van der Waals (Jia e Davies, 2002).

A principal interpretacéo fisico-quimica da atividade anticongelante jaz no fato da
adsorcdo das AFPs aumentarem a curvatura do gelo, deixando-o energicamente menos
favoravel para as moléculas de agua se juntarem a estrutura do gelo (Figura 2). Esse
formato de ligacdo faz com que a temperatura do ponto de fusdo seja diminuida,
consequentemente diminuindo a formacéo de cristais de gelo. Essas proteinas podem
reconhecer e ligar-se a planos especificos do gelo, controlando o crescimento dos cristais
(Suris-Valls e Voets, 2019).
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Resultando na diminuicdo do ponto de congelamento e aumento no ponto de
fusdo, sendo explicado pelo efeito Gibbs-Thompson (Knight et al., 1991). Esse efeito é
um fendmeno onde ocorre uma variagdo no potencial quimico através de uma superficie
curvada ou de uma interface em uma superficie do gelo, além desse efeito as AFPs
também possuem a capacidade de adsorver em um ou mais planos da superficie do gelo
(Bar Dolev et al., 2016).

Figura 2. Modelo de inibicdo-adsorcao da atividade anticongelante. Representacéo esquematica
(a) do modelo original no sentido da direg&o lateral (pinagem) e (b) modelo adaptado da inibicdo-
adsorcao no sentido da dire¢do normal por fixacdo na superficie (Adaptado de Knigt et al., 1991;
Oude Vrielink et al., 2016).

b)
Liquido 0°C
Gelo

<0°C

As AFPs de peixes foram classificadas em cinco tipos distintos, com base nas suas
caracteristicas estruturais, dois tipos foram caraterizados em insetos (Tabela 3), além de
diversas variedades encontradas em plantas (Hon et al., 1995). Cada tipo de AFPs é
radicalmente diferente dos demais em suas estruturas e possuem mdaltiplas isoformas que
variam em comprimento ou sequéncia de aminoacidos (Jia e Davies, 2002). Essa
diferenca entre os tipos de AFPs mesmo em individuos da mesma familia, insinua que
houve evolugdo muito recente dessas proteinas, por volta do inicio da glaciacdo da agua
do mar, cerca de 10 a 20 milhdes de anos no hemisfério sul e 1-2 milhGes de anos no
hemisfério norte (Scott et al., 1986; Wilson, 1993; Cheng, 1998; Fletcher e Hew, 2001).
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Tabela 3. Proteinas anticongelantes de peixes e insetos (Adaptado de Jia e Davies, 2002).

: e o Tamanho
Tipo Classificacéo (KDa)
Peixe
| Hélice a rica em alanina 3-5
1 Dobra de lecitina do tipo C de estrutura mista a, p e alca 14 — 24
i Proteina globular contendo pequenos filamentos 3 7
\Y] Pacote de hélice 12
AFGP Glicoproteina anticongelante 3-24
Insetos
Tme Dc Hélice B direita 8-9
Cf Hélice B esquerda 9-12

Legenda: Tm - Tenebrio Molitor; Dc - Dendroides canadenses; Cf - Choristoneura fumiferana

Em geral, as AFPs formam estruturas tridimensionais mantidas por ligacdes de
hidrogénio, interacbes eletrostaticas e ligagbes dissulfeto, mas o nucleo hidrofébico
tradicional as vezes pode ndo esta presente (Sun et al., 2014; Davies, 2014; Marshall et
al., 2002; Pentelute et al., 2008). Por exemplo, as AFPs tipo | tém uma estrutura mais
simples, constituido por uma Unica hélice rica em Alanina (Sicheri e Yang, 1995), ja as
AFPs do tipo Il e 11l sdo proteinas globulares relativamente pequenas, sendo a do tipo 1l
estabilizada por ligacGes dissulfetos e as do tipo Il por meio de um nucleo hidrofébico
(Liu et al., 2007; Ko et al., 2003).

Um indicador frequentemente usado para indicar a atividade das AFPs é a
diferenca entre o ponto de congelamento e o de fusdo, denominada histerese térmica (HT)
(Kristiansen e Zachariassen, 2005). Acredita-se que a histerese térmica seja causada pelo
efeito Kelvin, porque a ligacdo das AFPs a superficie do gelo gera uma estrutura micro
convexa que é termodinamicamente menos favoravel para as moléculas de agua se
ligarem em comparacdo a uma superficie plana de gelo (Knight e DeVries, 1989; Knight,
2000).

As AFPs também podem ser classificadas de acordo com sua eficacia pela HT
(Mangiagalli et al., 2017). Podendo ser classificadas em hiperativas e moderadas, onde
as AFPs moderadas tém HT de até 1 °C nas concentracbes milimolares enquanto que as
AFPs hiperativas produzem HT mais altas em concentragcdes micromolares (Celik et al.,
2010).
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Considerando estas propriedades crioprotetoras interessantes das AFPs, alguns
pesquisadores adicionaram estas proteinas em seus protocolos de criopreservacdo de
embrides de diversas espécies (Tabela 4), reduzindo assim o uso de crioprotetores toxicos
e proporcionando uma melhora na eficiéncia e seguranca dos protocolos de

criopreservacao (Robles et al., 2019).

Tabela 4. Principais estudos utilizando proteinas anticongelantes (AFPs) na criopreservacdo de
embrides (Adaptador de Robles et al., 2019).

AFPs Espécie Concentracao Meétodo de criopreservacgao Ano
AFGP Camundongo 20 mg/mL Criopreservacao 1994
AFP IIl Camundongo  0,1-—1 mg/mL Criopreservacao 1995

AFP Equina 20 mg/mL Resfriamento 1997
AFP 111 Coelho 500 ng/mL Criopreservacao 2014
AFP 11 Bovina 10 mg/mL Hipotérmico 2015
AFP 111 Bovina 500 e 1000 ng/mL Vitrificagdo 2016
AFGP8 Bovina 1nM Vitrificagéo 2017
AFP 111 Porcina 1 ug/mL Hipotérmico 2018

1.4.1. AFP tipo Il

A proteina anticongelante tipo 11l (AFP tipo Ill) contém 66 aminoacidos com
tamanho de 7 kDa e raramente possui residuos de alanina ou cisteina (Chaves et al., 2016),
presente em membros da subclasse Zoarcoidei (Figura 3), um grupo de peixes polares
que sdo resistentes ao congelamento (Antson et al., 2001; Salvay et al., 2010). A AFP tipo
Il protege o peixe do congelamento, adsorvendo a superficie dos cristais de gelo
nucleantes e inibindo o seu crescimento. Assim, o ponto de congelamento do peixe é
diminuido abaixo da temperatura do oceano por um processo nao coligativo (Raymond e
DeVries, 1997).

Existem diversas isoformas da AFP tipo 11l oriunda da Macrozoarces americanos,
peixe da subclasse Zoarcoidei, sendo a principal espécie onde a AFP tipo 111 é encontrada
(Baardsnes e Davies, 2002).
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Figura 3. Peixes da subclasse Zoarcoidei (Adaptado de DeVries, 2020).

Macrozoarces americanus

Anarhichas lupus

1.4.2. AFP TmAFP

O Tenebrio molitor é uma praga de grédos, conhecido como besouro da farinha
amarela, frequentemente encontrado em regides de clima frio (Liou et al., 1999). Suas
larvas (Figura 4) séo intolerantes ao congelamento, contudo, sdo capazes de sobreviver a
temperaturas abaixo de zero a uma média de -12 °C (Johnston e Lee, 1990), sua
sobrevivéncia é facilitada pelo acumulo de AFPs (Ramsey, 1964, Tomchaney et al.,
1982), que aumentam a atividade da histerese térmica de sua hemolinfa e fluidos
extracelulares impedindo seu congelamento (Tomalty et al., 2019).

A AFP do T. molitor (TmAFP) é uma mistura de isoformas semelhantes na faixa
de massa de 7-9 kDa (Tomalty et al., 2019), foi purificada cerca de trés decadas depois
que foi descrita pela primeira vez (Shears et al., 1993), tendo seu cDNA clonado e
expresso em bactérias recombinantes (Graham et al., 1997).

A traducdo conceitual de 17 clones de cDNA rendeu 8 isoformas de TmAFP
diferentes, todas codificando 84, 96 ou 120 aminoacidos, consistindo em 5, 6 ou 7
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repeticdes, respectivamente, de uma sequéncia de 12 residuos, Thr-Cys-Thr-X- Ser—X-
X-Cys—X-X-Ala-X (onde X pode ser qualquer residuo). Os trés primeiros residuos de
cada repeticdo de aminodcido, Thr-Cys-Thr, sdo empilhados e formam uma superficie

plana da B-hélice, que é complementar a superficie do gelo (Liou et al., 2000).

Figura 4. Larvas de Tenebrio molitor (Adaptado de Tomalty et al., 2019).

Yang et al. (2003) estudaram a funcdo de moléculas de agua dentro de uma
camada da B-hélice da TmAFP e demostraram que as moléculas de agua regularmente
dispostas na primeira camada de hidratacdo de TmAFP, participam de fortes interacdes
ndo vinculadas com a TmAFP e aderem ao monémero de proteina como uma estrutura
Unica em solugdo. Além disso, eles descobriram que um nimero maior de dtomos de
oxigénio de agua regularmente dispostos (pontos de rede) no local de ligacdo de gelo de
TmAFP teve chance melhor de iniciar o processo de reconhecimento e ligagéo.

Em resumo, a atividade de TmAFP pode ser atribuida de duas maneiras, a
interacdo direta de curto alcance da superficie da proteina com a superficie de gelo em
crescimento e a interagdo de longo alcance pela dindmica da agua induzida por proteinas
que se estende até 20 A da superficie da proteina (Meister et al., 2013). Embora possua
grande atividade anticongelante, ndo ha relatos da utilizacdo desta AFP em métodos de

criopreservagao de embrides.
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1.4.3. AFP LpAFP

A LpAFP é uma proteina anticongelante da graminea Lolium perene (Figura 5), é
pertencente a familia Poaceae, que s&o adaptadas para crescer no frio Hemisfério Norte
(Sandve et al., 2011) e relatado para resistir ao congelamento (Kuiper et al., 2001). Sua
cristalizacdo mostrou que se trata de um beta hélice canhota estabilizado por escadas
internas de Asn/His, sendo distinta da TmAFP. O local de ligacdo do gelo da LpAFP é
plano e localizado em uma superficie do beta hélice, o que permite sua ligacdo aos planos

basal e primério do gelo (Middleton et al., 2012).

Figura 5. Azevém perene (Lolium perenne) (Jardim botanico da UTAD, 2022).

bl

O gene LpAFP consiste em 354 pb que codifica uma proteina de cerca de 118
aminoacidos (13,5 kDa) com uma repeticdo semiconservada de sete aminoacidos X-X-
N-X-V X-G em todo o seu comprimento (Sidebottom et al., 2000; Middleton et al., 2009).

LpAFP tem alta atividade de inibicdo da cristalizagdo do gelo, mas baixa atividade
de HT, sugerindo ser uma estratégia tolerante ao congelamento em vez de evitar o
congelamento em plantas (Lauersen et al., 2011). Na natureza, a LpAFP é secretada para
0 apoplasto celular, onde o cristal de gelo geralmente cresce e atua para minimizar os

danos causados pela geada ao tecido da planta (Bredow et al., 2017 e Middleton et al.,
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2009). Além de reduzir o ponto de congelamento a LpAFP também atua protegendo as
células contra danos durante condi¢cGes de ndo congelamento (Tomczak et al., 2002)
principalmente devido as suas interagdes com as proteinas integrais da membrana
(Rubinsky et al. 1991), os lipidios da membrana (Hays et al. 1996) e a membrana, que
modifica a cadeia acila no ndcleo de bicamada (Tomczak et al., 2002). Nao existem

relatos da utilizacdo desta AFP na criopreservagdo de embriGes ou gametas.

1.5. Caracteristicas de embrides produzidos in vitro

Embrides produzidos in vitro sdo menos resistentes a criopreservacdo quando
comparados aos produzidos in vivo (Abe et al., 2002), essa diferencga pode estar associada
a diferencgas fisicas e morfolégicas como maior quantidade de vactolos, expressdo
reduzida de comunicagdes intercelulares, compactacdo menos pronunciada, disco
embrionario geralmente menor com menos células, menor quantidade de células totais e
zona peldcida mais fragil (Crosier et al., 2001). Além de serem mais sensiveis ao estresse
oxidativo devido a alta concentracdo de lipideos na membrana plasméatica (Mata-
Campuzano et al., 2012) e por serem expostos a altas concentracdes de oxigénio durante
a sua producdo (Agarwal et al., 2006).

O acumulo de lipideos pode desempenhar papel fisiolégico importante, uma vez
que sdo as principais reservas energéticas para o desenvolvimento embrionario até a
implantacdo (Sturmey et al., 2009). Sudano et al. (2014) sugeriram que a adi¢do de Soro
Fetal Bovino (SFB) ao meio de cultivo é um fator que pode influenciar o acimulo de
lipideos nas células embrionarias. Portanto, o alto teor de lipideos no citoplasma de
embrides de mamiferos produzidos in vitro é considerado o principal fator para a baixa
criotolerancia destes (Valente et al., 2022).

O alto teor de lipideos pode ser resultado da captacdo destes do meio ou em
consequéncia do metabolismo ineficiente das mitocéndrias embrionarias, uma vez que 0s
embrides produzidos in vitro possuem um decréscimo da densidade de mitocondrias
maduras quando comparados com embrides produzidos in vivo (Farin et al., 2004;
Barcelé-Fimbres e Seidel Jr, 2007).

Todavia, 0 aumento da quantidade de goticulas lipidicas em embribes PIV néo é
0 Unico fator que altera negativamente a qualidade, pode-se destacar também diferencas
nos perfis transcricionais, populagéo esparsa de microvilosidades, menor nimero total de

células, metabolismo excessivo de substratos energéticos e alta sensibilidade térmica
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(Gardner et al., 2000, Lonergan etal., 2001, Abe et al., 2002, Sudano et al., 2014). Embora
esteja bem estabelecida, a produgdo in vitro de embrides produz blastocistos com
caracteristicas que reduzem sua qualidade e consequentemente reduzindo sua

criosobreviénvia quando comparado a seus pares produzidos in vivo (Valente et al., 2022).
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Resumo

No presente estudo, foram avaliados os efeitos crioprotetores da proteina anticongelante
da Lolium perenne (LpAFP) na vitrificacdo de embrides bovinos. Para isto, blastocistos
produzidos in vitro (n=120) foram divididos em dois grupos: Grupo Controle (GC) sem
adicdo de LpAFP e o Grupo Tratamento (GT) com adi¢do de 500 ng/mL de LpAFP nos
meios de equilibrio e vitrificacdo; e vitrificados utilizando o cryotop. A vitrificacdo deu-
se transferindo os blastocistos para a solugédo de equilibrio: 7,5% de etilenoglicol (EG) e
7,5% de dimetil sulféxido (DMSQO) por 2 min, posteriormente para a solucdo de
vitrificacdo: 15% EG, 15% dimetil sulfoxido (DMSQ) e em seguida depositados na haste
do cryotop e submersos em nitrogénio liquido. O aquecimento foi realizado em trés etapas
com concentracdes de sacarose (1,0, 0,5 e 0,5 M de sacarose). Os embrides foram
avaliados quanto a expansao/eclosdo, contagem do nimero total de células e analise
ultraestrutural. Os resultados mostraram gque ndo houve diferenca significativa na taxa de
reexpansdo 24 horas apds aquecimento, entretanto houve variacdo (P < 0,05) na taxa de
eclosdo no GT. O numero total de células 24 horas ap6s o aquecimento foi
significativamente maior no GT quando comparado ao GC (GT 114,87 + 7,24 vs. GC
91,81 + 4,94). A andlise ultraestrutural, foram observadas alteracdes em organelas
referentes ao processo de vitrificacdo, contudo no GT houve menos danos as mitocondrias
e reticulo endoplasmatico rugoso quando comparado ao GC. Em conclusao, a adicdo de
500 ng/mL de LpAFP durante a vitrificacdo de embrides bovinos produzidos in vitro se
mostrou favoravel na melhoria da sobrevivéncia e do desenvolvimento dos blastocistos

apos 0 aquecimento, além da mitigacdo de danos intracelulares.

Palavras-chave: Criopreservacdo; Blastocistos; FIV; Reproducéo assistida; Cryotop.
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Abstract

In the present study, the cryoprotective effects of Lolium perenne antifreeze protein
(LpAFP) on the vitrification of bovine embryos were evaluated. For this, in vitro produced
blastocysts (n=120) were divided into two groups: Control Group (CG) without addition
of LpAFP and the Treatment Group (TG) with addition of 500 ng/mL of LpAFP in
equilibrium and vitrification media; and vitrified using cryotop. Vitrification was carried
out by transferring the blastocysts to the equilibrium solution: 7.5% ethylene glycol (EG)
and 7.5% dimethyl sulfoxide (DMSO) for 2 min, then to the vitrification solution: 15%
EG, 15 % dimethyl sulfoxide (DMSO) and then deposited on the cryotop rod and
submerged in liquid nitrogen. Heating was carried out in three steps with sucrose
concentrations (1.0, 0.5 and 0.5 M sucrose). Embryos were evaluated for
expansion/hatching, total cell count and ultrastructural analysis. The results showed that
there was no significant difference in the reexpansion rate 24 hours after heating, however
there was variation (P < 0.05) in the hatching rate in the TG. The total number of cells 24
hours after heating was significantly higher in the TG when compared to the CG (TG
114.87 £ 7.24 vs. CG 91.81 + 4.94). The ultrastructural analysis showed changes in
organelles related to the vitrification process, however in TG there was less damage to
mitochondria and rough endoplasmic reticulum when compared to CG. In conclusion, the
addition of 500 ng/mL of LpAFP during the vitrification of in vitro produced bovine
embryos was shown to be favorable in improving the survival and development of

blastocysts after heating, in addition to mitigating intracellular damage.

Keywords: Cryopreservation; blastocysts; IVF; Assisted reproduction; cryotop.
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1. Introducéo

Em bovinos, as tecnologias de reproducdo assistida (TRA), sdo amplamente
utilizadas por empresas de pecuaria para aumentar o progresso genético; reduzindo o
intervalo de geracGes e aumentando a intensidade da selecdo. A criopreservacao tem se
tornado parte integral das TRA, por preservar os embrides de qualidade superior e

permitir a disseminacdo de animais valiosos de alto mérito genético [1].

Entretanto, a criopreservacdo pode produzir lesGes importantes em embrides,
porque o choque térmico e osmético, a formacao de cristais de gelo ou a toxicidade do
crioprotetor podem provocar consideraveis mudangas morfofuncionais [2]. De modo
geral, esses efeitos reduziram as taxas de reexpansdo e numero total de células dos
blastocistos e aumentaram as taxas de apoptose que levaram a diminuicdo na taxa de
sobrevivéncia apds o congelamento [2,3]. Neste contexto, a busca por novas alternativas

para a melhoria deste processo permanece uma importante area de investigacao.

As proteinas anticongelantes (AFPs) encontradas em diversos organismos que séo
expostos a ambientes subcongelantes em algum momento de suas histérias de vida [4],
tém sido consideradas moléculas interessantes para serem incluidas em protocolos de
criopreservacao, devido a habilidade das AFPs em controlar o crescimento de cristais de
gelo, e em particular, inibir a recristalizacdo [5]. Estudos anteriores demonstraram 0s
efeitos crioprotetores da AFPs na prevencdo de criodanos durante a criopreservacao de

gametas e embrides [6-10].

No entanto, os beneficios do uso das AFPs sdo bastante variaveis, e 0 sucesso
parece depender da espécie, tipo de célula ou estagio de desenvolvimento embrionario,
tipo e concentracdo de AFP e também do protocolo de criopreservacdo utilizado [11].
Curiosamente, 0s ensaios realizados na criopreservacao de embrides utilizaram AFPs de

origem de peixes (principalmente AFPI, AFPIII e AFGP).
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A Lolium perene (Lp), é uma graminea forrageira tolerante ao congelamento,
cultivada em todo 0 mundo, que prospera em ambientes frios [12]. Tem sido sugerido que
a Lp, utiliza sua proteina anticongelante (LpAFP), como estratégia de tolerancia ao
congelamento, por meio da inibicao da recristalizacdo do gelo [13,14]. Contudo, relatos
sobre a aplicacdo de LpAFP na crioprotecdo de embrides produzidos in vitro sdo ausentes.
Com base no mencionado acima, o objetivo do presente estudo foi analisar os efeitos

crioprotetores de LpAFP na vitrificacdo de blastocistos bovinos produzidos in vitro.

2. Materiais e métodos

Declaracédo ética: Os ovarios utilizados neste estudo foram obtidos de abatedouro
comercial de animais que foram abatidos seguindo as diretrizes internacionais para a

producdo de carne para consumo humano. Portanto, a aprovacao ética ndo foi necessaria.

2.1 Coleta de odcitos e maturacgao in vitro (MIV)

Ovérios bovinos foram coletados de abatedouros locais e transportados ao
laboratério a 38 °C em solucdo salina (NaCl 0,9%) suplementada com
antibidtico/antimicético (Ab/Am; 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina e 0,25
pg/mL  anfotericina B; Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, USA). Os
complexos cumulus-oécito (CCOs) foram aspirados de foliculos medindo entre 4 e 8 mm
de diametro utilizando agulha 18g acoplada a seringa de 10 mL contendo solucéo salina
tamponada com fosfato (PBS) a 38 °C. Apenas odcitos com citoplasma uniforme e trés
ou mais camadas de células do cumulus compactas foram selecionados e lavados trés
vezes em meio de cultura de tecido (TCM199/HEPES; Gibco, Life Technologies),

contendo gentamicina (10 mg/mL; Gibco, Life Technologies) (Meio de lavagem). Grupos
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de 20 CCOs foram maturados em gotas de 100 uL de meio de maturacdo comercial pré-
equilibrado (MIV; GeneUp Biotecnologia, Regente Feijo, Sdo Paulo, Brasil), em placas
de petri de 35 mm (Sarstedt, Nimbrecht, Alemanha), cobertos com éleo mineral a 38,5

°C em atmosfera umida com 5% de CO> por 24 horas.
2.2 Fertilizacéo in vitro (FIV)

Ap0s o periodo de maturacdo, CCOs foram recuperados, lavados em meio de
lavagem e transferidos para gotas de 100 puL de meio de fertilizacdo comercial pré-
equilibrado (FIV; GeneUp Biotecnologia). Sémen congelado de um touro provado foi
utilizado para obter espermatozoides mdveis, apds o aquecimento, durante todo o
experimento. Para a capacitacdo espermatica, ap6s centrifugacdo por 5 min a 5.500 X g
em gradiente de densidade descontinuo (45%/90%) de Percoll® (Pharmacia, Uppsala,
Sweden), a fracdo espermatica resultante foi ressuspensa em 1 mL de meio FIV e foi
novamente peletizado por centrifugacdo por 3 min a 70 X g. Os espermatozoides foram
entdo contados em cdmara de Neubauer e diluidos em volume adequado de meio FIV e
adicionados em cada gota de fertilizagio na concentragdo de 1 x 106 espermatozoides/mL.
Os gametas foram co-incubados por 18 horas a 38,5 °C em atmosfera tmida com 5% de

CO..
2.3 Cultivo in vitro (CIV)

Ao final do periodo de fertilizacdo os provaveis zigotos foram completamente
desnudados atraves de cuidadosas pipetagens e lavados em meio de cultura comercial
pré-equilibrado (Fluido de Oviduto Sintético - SOF; GeneUp Biotecnologia). Os
provaveis zigotos foram cultivados em gotas de 100 pL de meio SOF pré-equilibrado
cobertas com 6leo mineral & 38,5 °C em atmosfera tmida com 5% CO2, 5% O2 e 90% N>

por sete dias.
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2.4 Vitrificacdo e aquecimento dos embrifes

Os blastocistos foram submetidos ao procedimento de vitrificagdo em duas etapas
utilizando cryotop (Kitazato Corp., Shizuoka, Japédo), suplementadas ou ndo com LpAFP
durante todo o procedimento de vitrificacdo (Fig. 1), sendo o Grupo controle (GC) sem
suplementacdo e o Grupo tratamento (GT) com suplementacdo. EmbriGes que néo
passaram pelo processo de vitrificacdo também foram utilizados como controle fresco
para avaliacdo ultraestrutural. Para determinar uma concentracdo ideal da LpAFP,
testamos o efeito dose dependente da LpAFP em um estudo preliminar, no qual a maior
taxa de sobrevivéncia foi observada a 500 ng/mL LpAFP, quando comparada a

concentracdo de 1.000 ng/mL. A LpAFP foi gentilmente cedida pelo Dr. P. Davies [13].

O meio de manutencdo (MM) utilizado para formular todas as solucdes de
vitrificacdo/aquecimento, consistiu em TCM199/HEPES suplementado com 20% (v/v)
de soro fetal bovino (SFB; Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, USA). Todos 0s
procedimentos foram realizados sob capela de fluxo laminar usando superficie aquecida

a 38,5 °C e um estereomicroscopio para visualizacao de cada etapa.

Grupos de cinco a oito embrides foram transferidos para solucdo de equilibrio
(SE), contendo 7,5% (v/v) etilenoglicol (EG; Sigma-Aldrich, St Louis, MO) + 7,5% (v/v)
dimetil sulféxido (DMSO; Sigma), em MM por 2 minutos, em seguida os embrides foram
entdo transferidos para solucdo de vitrificacdo (SV), consistindo de 15% (v/v) EG, 15%
(v/v) DMSO e 0,5 M de sacarose dissolvidaem MM. Durante a Gltima etapa, os embrides
foram colocados em gota de 1 pL e depositados no cryotop. Entdo, quase toda a solu¢éo
foi removida para deixar apenas uma fina camada cobrindo os blastocistos e, em seguida,
os cryotops foram rapidamente mergulhados em nitrogénio liquido (N2), posteriormente
a capa protetora foi acoplada ao cryotop e entdo armazenados em containers de N2. Todo
0 processo, desde a imersdo na solucdo de vitrificacdo até a imersdo em nitrogénio
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liquido, levou menos de 1 minuto. Os embrides foram armazenados em nitrogénio liquido

até o descongelamento para 0s experimentos.

Embrloes
Frescos

-// Avaliagdo da — N° total de
: ‘ celulas
Grupo ’
Controle fr—
* -
N

2

‘/ .
Grupo (2 . .
Tratamento SV + 500ng/mL “ //?5’ r MM + 1M MM + 0,5M MM + 0,5M MM + OM
LpAFP éi" 1 sacarose sacarose sacarose sacarose
SE + 500ng/mL
LpAFP MM - Meio de manutengdo

(TCM 199 + 20% SFB)

Blastocistos
produzidos in vitro

Figura 1. Desenho experimental. Blastocistos produzidos in vitro, foram agrupados e
distribuidos aleatoriamente entre dois grupos. A Vvitrificacdo foi realizada em meios
suplementados ou ndo com proteina anticongelante de Lolium perene (0 ou 500 ng/mL de
LpAFP). SE - Solugdo de estabilizacdo; SV - Solugdo de vitrificagdo; N - Nitrogénio liquido;
MET — Microscopia Eletronica de Transmisséo; MM — Meio de manutencao.

Para o aguecimento, as capas protetoras foram removidas enquanto ainda
submersas em Nz e os cryotops foram diretamente imersos em solucdo de aquecimento
contendo 1M de sacarose em MM por 1 minuto e entdo transferidos sequencialmente para
as solucdes 2 e 3 que consistiam em MM suplementado com 0,5M de sacarose por 1 e 5
minutos, respectivamente. Ap6s a lavagem final em MM por 1 minuto os blastocistos

foram transferidos para o meio de cultura (SOF) e incubados a 38,5 °C em 5% CO2, 5%

O2 e 90% N2 em umidade méxima por 24h.
2.5 Avaliacdo da sobrevivéncia dos embrides

Para avaliar a sobrevivéncia dos embrides aquecidos, cada blastocisto foi

examinado apds 24 horas de cultivo e classificado com base em se o restabelecimento da
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blastocele tinha ocorrido (sim/né@o) e se o embrido havia eclodido ou estava eclodindo

(sim/ndo).

Para a estimativa do nimero de células, blastocistos expandidos e eclodidos que
sobreviveram a vitrificacdo em cada grupo, foram lavados em PBS suplementado com 1
mg/mL de polivinilpirrolidona (PBS/PVP), antes de serem fixados durante 30 min em
paraformaldeido 4% em PBS a temperatura ambiente. Os embriGes fixados foram lavados
trés vezes em PBS/PVP, e em seguida permeabilizados em 0,5% de Triton X-100,
contendo 0,1% de citrato de sodio em PBS por 1 h em temperatura ambiente. Apés a
permeabilizacdo, os embrides foram lavados em PBS/PVP e incubados em microgotas de
25 pL de Hoechst 33342 (1 pug/mL) por 15 min no escuro. Os embrides foram lavados
trés vezes em PBS/PVP para remover o excesso Hoechst 33342 e montados em laminas
revestidas com poli-L-lisina com meio de montagem ProLong® Golg (Molecular Probes,
Life Technologies, Eugene, OR, USA), cobertos por laminulas suportadas por colunas de

parafina e seladas com verniz para unhas.

Os nucleos marcados com Hoechst foram contabilizados usando um microscépio
de fluorescéncia Leica DM 5500B (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). As
imagens foram registradas usando camera digital Leica DFC345 FX e software LAS AF
versdo 2.5. As imagens foram analisadas usando o software ImageJ v.1.48 (National

Institutesof Health, Bethesda, Rockville, MD, EUA).
2.6 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Para melhor investigar a morfologia celular e organizacdo das organelas no
citoplasma de embribes, foi realizada microscopia eletrbnica de transmissdo nos
blastocitos reaquecidos e cultivados por 24 horas além do grupo de embrides frescos que
ndo foi submetido & vitrificagdo. Apenas embrides de grau 1 foram utilizados [15]. Os

embrides isolados (n = 15 por grupo) foram fixados em solucdo de Karnovsky (4%
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paraformaldeido e 2,5% glutaraldeido em tampdo cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2) por
pelo menos 4 h em temperatura ambiente (~25°C). Apos a fixacdo, os embrides foram
incluidos em gotas de agarose de baixo ponto de fusdo a 4% e mantidos em tampao
cacodilato de sddio. Os espécimes foram fixados em tetroxido de ésmio 1%, ferricianeto
de potassio 0,8% e cloreto de calcio 5 mM em tampéo cacodilato de sédio 0,1 M por 1 h
em temperatura ambiente, lavados em tampé&o cacodilato de sddio e corados com acetato
de uranila 5%. As amostras foram entdo desidratadas através de um gradiente de solucdes
de acetona e em seguida embebidas em resina epoxi (EpoxyEmbedding Kit, Fluka
Chemika). Em seguida, cortes semifinos (2 pm) foram cortados, corados com azul de
toluidina e analisados em microscopia de luz com aumento de 400 x. Posteriormente,
cortes ultrafinos (70 nm) foram obtidos dos blastocistos bovinos. Os cortes ultrafinos
foram contracorados com acetato de uranila e citrato de chumbo e examinados em

microscopio eletrénico de transmissdo Morgani-FEI [16].

2.6 Analise estatistica

Blastocistos foram vitrificados/aquecidos em total de 05 repetigdes. Para
avaliacdo da taxa de reexpansdo e eclosdo, os dados foram testados quanto a sua
distribuicdo normal, utilizando-se o teste de Shapiro Wilk. Em seguida foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) para dados paramétricos. Para a analise da contagem do
namero total de células, apos o teste de normalidade, os dados foram analisados utilizando
o teste de Kruskal-Wallis, sendo os dados expressos como média + erro padrdo. Todas as
andlises foram realizadas usando o software GraphPad Prism (Ver 7.02 para Windows;
GraphPad Software, La Jolla, Califérnia, EUA). P < 0,05 foi definido como nivel de
significancia. Os resultados da microscopia eletronica sdo baseados em analises

qualitativas, portanto ndo foram avaliados de forma estatistica.
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3. Resultados

Micrografias em estereomicroscopio representativas da sobrevivéncia
(reexpansdo ou eclosdo) de cada grupo estdo apresentadas na Figura 2. As taxas de
reexpansdo e eclosdo apds aquecimento de blastocistos vitrificados/aquecidos em meios
suplementados ou ndo com LpAFP, estdo apresentadas na Tabela 1. As 24 h ap6s o
aquecimento, ndo foram observadas diferencas nas taxas de reexpansdo entre 0S grupos
(GC 61,36% vs. GT 60,87%) (P >0,05). No entanto, quando as taxas de eclosdo foram
avaliadas, a suplementacdo com LpAFP produziu porcentagens de eclodibilidade maiores

(GC 18,18% vs. GT 28,26%) (P < 0,05), quando comparado ao grupo controle (Tab. 1).

Os resultados do numero de células totais 24 horas ap6s o0 aquecimento de
blastocistos expandidos e eclodidos que sobreviveram a vitrificacdo/aquecimento em
meio suplementado ou ndo com LpAFP (Figura 3), sdo apresentados na Tabela 1. Os
blastocistos expandidos e eclodidos que sobreviveram a vitrificacdo/aquecimento em
meio suplementado com LpAFP tiveram numeros de células maiores (P = 0,01), do que

aqueles do grupo sem suplementacdo (GC 91,81+ 4,94 vs. GT 114,87 + 7,24; Tabela 1).

Imagens de microscopia eletrénica revelaram em todos os embrides analisados,
frescos e vitrificados com ou sem LpAFP, células achadas com nudcleos proeminentes
além de microvilosidades e jungdes celulares bem visiveis. Nos embrides frescos foram
observados eventuais complexos de golgi bem evidenciados. Nos embrides do grupo
controle, devido ao processo de vitrificacdo, foi possivel visualizar algumas alteracdes
citoplasmaticas como desorganizacdo intracelular, dilatacdo do reticulo endoplasmaético
rugoso e alteragfes do complexo de golgi. No grupo tratamento, foram observadas

algumas mitocondrias com dilata¢Bes nas cristas (Figura 4).
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Figura 2. Micrografias em estereomicroscopio representativas da sobrevivéncia (reexpanséo e
eclosdo) ap6s aquecimento. CG — Grupo Controle; GT — Grupo tratamento.

Tabela 1. Efeito da suplementacdo de LpAFP na sobrevivéncia, expansdo/eclosdo e
numero total de células de embrides vitrificados e aquecidos.

Grupo Controle  Grupo Tratamento

Sobrevivéncia 61,36% (27/44) 60,87% (28/46)

Reexpanséo 43,18% (19/44) 32,61% (15/46)
Eclosdo 18,18% (8/44) ® 28,26% (13/46)* P <0,05
Numero de células totais 91,81 +4,94° 11487 +7,24% P=0,01

Dados séo apresentados como percentual de blastdcitos que reestabeleceram a blastocele e média
+ erro padrdo. * Valores na mesma linha com diferentes sobrescritos indica diferengas
significativas entre os grupos (P = 0,01). Grupo Controle: blastocistos vitrificados/aquecidos sem
suplementacdo de LpAFP; Grupo tratamento: blastocistos vitrificados/aquecidos com

suplementag&o de 500 ng/mL LpAFP.

64



Figura 3. Blastocistos apés aquecimento vitrificados em meios suplementados ou ndo com
LpAFP (500 ng/mL) corados com Hoechst 33342 para contagem do numero total de células. (A)
grupo controle; (B) Grupo tratamento. Diferencas entre tratamentos (P = 0,01).

Embrides frescos Grupo Controle Grupo Tratado

Figura 4. Microscopia ultraestrutural de embrides bovinos produzidos in vitro, frescos e
vitrificados com ou sem suplementacdo de 500 ng/mL de LpAFP. N — Nucleo; M —
Mitocondria; ZP — Zona Pellicida; mv — Microvilosidades; L — goticula lipidica; GC —
Complexo de Golgi; R — Reticulo; Li — Lisossomos.

4. Discussao

A criopreservacdo de embrifes bovinos € um componente importante quando se

trata da adogéo e uso da producdo in vitro de embrides. No presente estudo, blastocistos
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bovinos, produzidos in vitro foram vitrificados através do método cryotop, em meios

suplementados com 500 ng/mL LpAFP, para avaliar o efeito crioprotetor da AFP.

Os resultados do presente estudo, demonstraram que o percentual de blastocistos
eclodidos, 24 horas ap6s o aquecimento, foram significativamente maiores no grupo
suplementado com LpAFP, em comparagdo ao grupo controle. Além disso, os blastocistos
sobreviventes do grupo LpAFP apresentaram contagem do nimero de células totais por
blastocistos, significativamente maior quando comparado aos blastocistos do grupo
controle. Em estudo publicado recentemente, Valente et al. [17] demonstraram que
embrides bovinos apresentando maior numero total de células, apresentam maiores taxas
de reexpansdo e eclosdo ap6s a vitrificagdo quando comparadas aos embrides ndo

resistentes a criopreservacao.

A avalicdo ultraestrutural dos embrides vitrificados com ou sem suplementac&o
de LpAFP revelou sinais de lesdes osmoticas, que provocaram desorganizacdo
intracelular. No grupo controle foi possivel visualizar dilatacdo do reticulo
endoplasmatico rugoso, alteracbes no complexo de golgi e dilatagdes nas cristas
mitocondriais. LesGes semelhantes foram observadas em embriGes bovinos, ovinos,
suinos e leporinos vitrificados [18-21]. Ohboshi et al. [22] sugeriram que a distensdo do
reticulo endoplasmatico rugoso e alteragdes nas cristas mitocondriais diminuem as taxas

de sobrevivéncia de embrides bovinos vitrificados.

Por outro lado, a adi¢do de 500 ng/mL de LpAFP, parece ter mitigado os efeitos
causados pelo processo de vitrificagdo, como observado pela menor propor¢do de
mitocndrias com cristas dilatas e auséncia de lesGes no reticulo endoplasmatico rugoso,
sugerindo o efeito crioprotetor da LpAFP ao diminuir estas alteracdes citoplasmaticas.

As evidéncias apresentadas neste estudo, indicam que a adi¢do de LpAFP durante o
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processo de vitrificacdo pode ter efeito positivo nos embrides vitrificados/aquecidos,

permitindo-os superar 0s danos criogénicos.

Criodanos, como danos mecéanicos e/ou osmoticos causados pela formacéo de
cristais de gelo, podem induzir consideraveis mudancas morfofuncionais nas células [2].
Acredita-se que a recristalizacdo do gelo, que € um processo no qual cristais de gelo
menores crescem gradualmente em temperaturas abaixo de zero, seja a principal causa de
danos e diminui¢do da viabilidade celular associada ao processo de criopreservagao [23].
Assim, proteinas e outros compostos que inibem o processo de recristalizacdo de gelo,

sd0 necessarios para evitar danos celulares durante a criopreservacao.

A capacidade das AFPs de inibir ou impedir que a recristalizacdo ocorra tem
tornado estas moléculas interessantes para uso em protocolos de criopreservacdo de
odcitos e embrides [24], entretanto, os resultados sdo variados. Em estudo prévio, o qual
compararam diferentes tipos de AFPs, ficou claramente demonstrado que as AFPs com
maior atividade de inibicdo da recristalizagdo, apresentaram melhores resultados no
procedimento de vitrificagdo/aquecimento [25]. Sun et al. [26] demonstraram que a
adicdo da proteina de ligacdo ao gelo do Leucosporidium (LelBP), proteina com atividade
de inibicdo da recristalizacdo, melhorou o potencial de desenvolvimento e suprimiu a

apoptose de embribes derivados de odcitos bovino vitrificados/aquecido.

Tem sido reportado que a LpAFP demonstrou atividade superior de inibi¢do de
recristalizacdo de gelo quando comparado com AFPs de peixes e inseto [12-14]. Em
adicdo, Capicciotti et al. [27] relataram a habilidade da proteina mutante T67Y LpAFP,
em proteger uma linhagem de células de figado humano (HepG2) contra crioinjdrias,
resultando no aumento da viabilidade das células HepG2 apds a criopreservacao.

Portanto, podemos sugerir que o mecanismo crioprotetor do tratamento com LpAFP
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durante a vitrificacdo de embrides bovinos, como demonstrado no presente estudo, esta

relacionado a atividade de inibicdo da recristalizacéo.

Em concluséo, a suplementacdo da LpAFP durante a vitrificacdo de embrides
bovinos produzidos in vitro, mostrou-se benéfica por melhorar a sobrevivéncia e o
desenvolvimento, além de mitigar lesbes citoplasmaticas de embrides pds-aquecimento
in vitro. Pesquisas futuras sdo necessérias para entender se esses resultados se traduzem

em melhores resultados de prenhez para embrides PIV vitrificados.
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Resumo

Objetivou-se avaliar efeitos de diferentes concentracGes da AFP extraida da larva do
besouro Tenebrio molitor (TMAFP) na vitrificacdo de embrides bovinos produzidos in
vitro. Os blastocistos produzidos in vitro foram divididos em trés grupos experimentais e
vitrificados utilizando o cryotop. A TmAFP foi adicionada nas solucdes de equilibrio (SE)
e vitrificagcdo (SV), na concentracdo de 0 ng/ml (controle), 500 ng/ml (500TmAFP) ou
1.000 ng/ml (1000TmAFP). A vitrificagdo se deu depositando os blastocistos na SE por
2 min (7,5% de EG; 7,5% DMSQO), em seguida transferidos para a SV (15% EG; 15%
DMSO) e prontamente depositados na haste do cryotop e submersos em nitrogénio
liquido. O aquecimento foi realizado em trés etapas com concentragdes decrescentes de
sacarose. Apos o aquecimento os blastocitos foram cultivados por 24 horas para posterior
andlise da sobrevivéncia e avaliagdo ultraestrutural. Os resultados mostraram que houve
diferenca significativa na taxa de sobrevivéncia e expansdo no grupo 500TmAFP quando
comparado aos demais grupos. A anélise ultraestrutural foram observadas lesdes
intracelulares em todos os embrides vitrificados, entretanto os embrides dos grupos
500TmAFP e 1000TmAFP apresentaram menos lesdes citoplasmaticas quando
comparadas ao grupo controle. Conclui-se que a adicdo de TmAFP pode mitigar as
alteracdes celulares, as quais envolvem organelas e componentes celulares essenciais para
o funcionamento adequado e viabilidade pds aquecimento de embrides bovinos

produzidos in vitro vitrificados.

Palavras chave: Criopreservacdo; cryotop; corpos multivesicular; mitocondrias;

reproducéo assistida; PIVE.
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Abstract

The objective was to evaluate the effects of different concentrations of AFP extracted
from the larva of the beetle Tenebrio molitor (TmMAFP) on the vitrification of bovine
embryos produced in vitro. In vitro produced blastocysts were divided into three
experimental groups and vitrified using cryotop. TmAFP was added to equilibrium (SE)
and vitrification (SV) solutions, at a concentration of 0 ng/mL (control), 500 ng/mL
(500TmAFP) or 1000 ng/mL (1000TmAFP). Vitrification was carried out by depositing
the blastocysts in the SE for 2 min (7.5% EG; 7.5% DMSO), then transferred to the SV
(15% EG; 15% DMSO) and promptly deposited on the cryotop stem and submerged in
liquid nitrogen. Heating was carried out in three steps with decreasing concentrations of
sucrose. After heating, the blast cells were cultured for 24 hours for subsequent survival
analysis and ultrastructural evaluation. The results showed that there was a significant
difference in the survival rate and expansion in the 500TmAFP group when compared to
the other groups. In the ultrastructural analysis, intracellular lesions were observed in all
vitrified embryos, however the embryos of the 500TmAFP and 1000TmAFP groups
showed less cytoplasmic lesions when compared to the control group. It is concluded that
the addition of TmAFP can mitigate cellular changes, which involve organelles and
cellular components essential for the proper functioning and viability after heating of

vitrified in vitro produced bovine embryos.

Keywords: Cryopreservation; cryotop; multivesicular bodies; mitochondria; assisted

reproduction; IVP.
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1. Introducéo

Atualmente, hd uma demanda crescente por protocolos eficientes de
criopreservacdo de embrides produzidos in vitro (PIV) e tecnologias associadas em
bovinos, para fins comerciais e de pesquisa [1]. A vitrificacdo é hoje, a técnica mais
amplamente usada para a criopreservacdo de embrides PIV, devido a sua simplicidade e
altas taxas de viabilidade e desenvolvimento de blastocistos [2], pois evita a formagéo de
cristais de gelo por meio de exposic¢des curtas a altas concentragdes de crioprotetores e

rapida submersao em nitrogénio liquido [3].

Apesar dos resultados positivos, os pesquisadores ainda estdo preocupados em
otimizar a viabilidade e as funcionalidades celular para prevenir resultados clinicos ruins
e falhas reprodutivas [5-8]. Os aspectos tecnoldgicos da vitrificacdo, protocolos de
vitrificacdo e os tipos de agentes crioprotetores (ACPs) sdo considerados por
desempenhar papel vital nas taxas de sobrevivéncia apos descongelacdo [2]. Portanto,
mais pesquisas Sd0 necessarias para otimizar e padronizar os procedimentos de
vitrificagdo para que taxas satisfatdrias de sobrevivéncia e prenhez possam ser alcancadas

apos a criopreservacdo de embrides.

Neste cenério, diferentes tentativas tém sido realizadas para melhorar os atuais
protocolos de criopreservacao, incluindo a suplementacdo com proteinas anticongelantes
(AFPs) [9,10]. As AFPs sdo encontradas em fungos, bactérias, peixes polares e algumas
espécies de insetos e plantas adaptados a ambientes frios [11], e podem proteger 0s
organismos do congelamento ligando-se ao gelo e inibindo a cristalizagdo adicional. A
capacidade das AFPs de controlar o crescimento do gelo e, em particular, para inibir a
recristalizacdo do gelo nos materiais congelados, tem levado a muitas aplicacOes

experimentais das AFPs em criobiologia [12].
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Em embrides bovinos, a adicdo de AFP no meio (10 mg/mL), combinando com
um pré-aquecimento controlado, promoveu melhorias no armazenamento de curto prazo
de embrides bovinos a 4 °C [13]. Além disso, a suplementacdo com AFGP8 durante a
vitrificacdo parece ter efeito protetor contra a lesdo induzida pelo frio em blastocistos

bovinos [14].

A caracterizagdo de uma variedade de AFPs hiperativas em insetos [15], tem
estimulado ideias para suas aplicacbes em criobiologia. Tem sido relatado que a AFP
derivada das larvas do besouro Tenebrio molitor (TmAFP), expressa maior atividade de
histerese térmica do que as de peixes [16], 0 que a torna um reagente atraente para
aplicagdes que exigem resisténcia ao congelamento ou controle do crescimento e
morfologia do gelo. Existem relatos sobre a aplicagdo de TmAFP na crioprotecdo de
6rgdos [17] e alimentos congelados [18], embora pesquisas sobre a tolerancia a baixa

temperatura de embrides produzidos in vitro na presenga de TmAFP sejam ausentes.

A avaliacdo por microscopia 6ptica da viabilidade de embrides pds-descongelacdo
parece ser inconclusiva. Embrides que parecem morfologicamente bons apds a
descongelacédo, algumas vezes falham em produzir prenhez quando transferidos [19].
Portanto, este estudo investigou os efeitos de diferentes concentracdes de TmAFP na
vitrificagcdo de embrides bovinos produzidos in vitro, analisando as taxas de sobrevivéncia

e a ultraestrutura por microscopia eletronica de transmissdo (MET).

2. Material e Métodos

Declaragdo ética: Os ovarios utilizados neste estudo foram obtidos de abatedouro
comercial de animais que foram abatidos seguindo as diretrizes internacionais para a

producéo de carne para consumo humano. Portanto, a aprovacao ética ndo foi necessaria.
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2.1 Producao in vitro de embrides

Os ovérios foram recuperados de vacas recém-abatidas de abatedouros locais. Os
ovarios foram transportados a 38 °C em 0,9% (p/v) de NaCl suplementado com 100 U/mL
penicilina, 100 pg/mL estreptomicina e 0,25 pg/mL anfotericina B (Gibco, Life
Technologies, Grand Island, NY, USA). Uma vez no laboratorio, ovarios sem estruturas
cisticas ou foliculos > 10 mm de didmetro foram selecionados para coleta e lavados varias
vezes para remover 0 excesso de sangue. As etapas subsequentes foram todas realizadas

com solucdes e meios que foram pré-aquecidos a 38,5 °C.

Todos os foliculos visiveis com 4-8 mm de diametro foram aspirados utilizando
agulha 18g acoplada a seringa de 10 mL contendo solucéo salina tamponada com fosfato
(PBS). O fluido contendo complexos cumulus-odcitos (CCOs) foi filtrado através de um
mini filtro para odcitos com malha de 100 um (WTA, Cravinhos, SP, Brasil). Os CCOs
retidos na peneira foram lavados em placa de Petri de 100 mm (Sarstedt, Numbrecht,
Alemanha) usando 20 mL de meio de cultura de tecido (TCM199/HEPES; Gibco, Life
Technologies), contendo gentamicina (10 mg/mL; Gibco, Life Technologies), e agulha
18g acoplada a seringa de 10 mL. O contetdo da placa foi pesquisado usando
estereomicroscopio (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) e os CCOs foram

removidos usando uma pipeta stripper (Origio, Charlottesville, VA, USA).

Agueles CCOs com citoplasma uniformemente granulado e trés ou mais camadas
de células do cumulus foram selecionados para maturacéo in vitro. Grupos de 20 CCOs
foram maturados em incubadora, em atmosfera umidificada de 5% de COz a 38,5 °C em
gotas de 100 puL de meio de maturagdo comercial pré-equilibrado (MIV; GeneUp

Biotecnologia, Regente Feijd, Sdo Paulo, Brasil), coberto com 6leo mineral por 22-24 h.
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A fertilizacéo foi realizada com sémen congelado de um touro provado. O sémen
foi descongelado a 37 °C por 30 s e os espermatozoides foram selecionados atraves de
gradientes descontinuo de Percoll (45-90%). Resumidamente, o sémen foi suavemente
colocado sobre duas camadas (250 pL cada) de solugédo de Percoll 90% (inferior) e 45%
(topo), em tubo tipo eppendorf de 1,5 mL. O sémen foi centrifugado pela primeira vez a
5.500 x g por 5 min. Em seguida, o pellet resultante no fundo do tubo foi colocado em 1
mL de meio de fertilizacdo comercial pré-equilibrado (FIV; GeneUp Biotecnologia), em
eppendorf de 1,5 mL e uma segunda centrifugacdo a 70 x g por 3 min foi realizada. Os
espermatozoides foram ressuspensos em meio FIV anteriormente equilibrado em
incubadora em atmosfera umidificada de 5% CO. a 38,5 °C e a concentragdo de
espermatozoides ajustada para que a concentracdo final na gota de fertilizacdo fosse 1 x
10%/mL. Para a fertilizagdo, os CCOs maturados foram lavados 3 vezes com meio FIV
pré-equilibrado e até 25 CCOs maturados foram transferidos para placa de fertilizacao.

Os gametas foram co-incubados em atmosfera umida de 5% CO- a 38,5 °C por 18 h.

Apos a fertilizacdo, as células do cumulus foram removidas dos presumiveis
zigotos através de cuidadosas pipetagens. Os supostos zigotos foram transferidos em
grupos de 30 para gotas de 100 uL. de meio de cultura comercial pré-equilibrado (Fluido
de Oviduto Sintético - SOF; GeneUp Biotecnologia), coberto com 6leo mineral. Os
embrides foram cultivados por 7 dias em atmosfera umidificada de 5% CO2, 5% O, 90%

N2 a 38,5 °C.
2.2 Vitrificacao

As etapas de incubacéo para vitrificagdo foram realizadas em placas de 4 pogos
(Nunc, Roskilde, Denmark). Todos os blastocistos foram colocados em 800 pL de meio
de manutencdo (MM) no primeiro pogo. O MM consistia em solu¢do de TCM199/HEPES

suplementado com 20% (v/v) de soro fetal bovino (SFB; Gibco, Life Technologies, Grand
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Island, NY, USA). Os embribes foram entdo transferidos para o segundo pogo contendo
800 uL MM e mantidos até o futuro processamento. Em particular, grupos de 4-5
blastocistos foram colocados no terceiro pogo contendo 1000 uL de solucao de equilibrio
(SE) que consistia em MM contendo 7,5% (v/v) etilenoglicol (EG; Sigma-Aldrich, St
Louis, MO) e 7,5% (v/v) dimetil sulfoxido (DMSO; Sigma). Ap6s 2 minutos, 0S
blastocistos foram colhidos no menor volume e transferidos para solucdo de vitrificacdo
(SV), consistindo de 15% (v/v) EG, 15% (v/v) DMSO e 0,5 M de sacarose dissolvida em
MM. Blastocistos foram aspirados e expelidos varias vezes para assegurar a mistura
completa a SV. A pipeta stripper foi usada para carregar os 4 a 5 blastocistos sobre fina
tira de polipropileno do cryotop (Kitazato Corp., Shizuoka, Japédo), sequido pela aspiracdo
do excesso de meio. O cryotop com embrides foi entdo rapidamente imerso em nitrogénio
liquido (NL) e a capa protetora foi colocada sobre a tira para proporcionar protecao
durante o armazenamento em containers de NL. Todo o processo, desde a imersdo na
solucdo de vitrificacdo até a imersdo em nitrogénio liquido, levou menos de 1 minuto. Os
blastocistos foram armazenados em nitrogénio liquido até o descongelamento para

analises.

2.3 Aquecimento e posterior cultura de blastocistos vitrificados

Para 0 aquecimento, a capa protetora foi removida enquanto ainda submersos em
NL e o cryotop foi diretamente imerso em solugdo de aquecimento contendo 1 M de
sacarose em MM por 1 minuto. Em seguida, os blastocistos foram transferidos
sequencialmente para 0s po¢os 2 e 3 contendo MM suplementado com 0,5 M de sacarose
por 1 e 5 minutos, respectivamente. Os blastocistos foram entdo transferidos para o quarto
poco de MM 100% por 5 min. Depois de aquecer os blastocistos e lava-los em varias
misturas de MM e sacarose, como descrito acima. Grupos de até 25 blastocistos foram

cultivados em gotas de 100 uL. de meio SOF coberto com 6leo mineral. Blastocistos foram
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cultivados em incubadora a 38,5 °C em atmosfera umidificada de 5% CO3, 5% O, e 90%

N2 por 24h.

2.4 Desenho experimental

Os blastocistos foram vitrificados distribuidos em trés grupos experimentais, com

pelo menos cinco repeticdes em cada grupo. A TmAFP foi adicionada nas solucdes de

equilibrio (SE) e vitrificacdo (SV), na concentracdo de 0 ng/mL (controle), 500 ng/mL

(500TmAFP) ou 1.000 ng/mL (1000TmAFP). Um outro grupo de embrides nao

vitrificados foi denominado de controle fresco, para avaliacao ultraestrutural. A TmAFP

foi gentilmente cedida pelo Dr. P. Davies (Tomalty et al., 2019). O desenho experimental

esta apresentado na Figura 1.

Blastocistos produzidos in vitro

—

Y

Analise

Controle fresco
.

Grupo
Controle

SE + 0 ng/mL TmAFP
SV + 0 ng/mL TmAFP

Grupo
500TmAFP

SE + 500 ng/mL TmAFP |

SV + 500 ng/mL TmAFP

ultraestrutural

Grupo
1000TmAFP

SE + 1.000 ng/mL TmAFP |
SV + 1.000 ng/mL TmAFP

Vitrificagao H Aquecimento H Avallagafj d_a
sobrevivéncia

|

—_—

SE - Solugéo de equilibrio
SV - Solugo de vitrificacéo
N, - Nitrogénio liguido

o

Solugdo de
aquecimento

.—PZ—P?.—D‘I—PSOF

1-1,0 M sacarose
2 -0,5 M sacarose
3 -0,5 M sacarose
4 -0,0 M sacarose

SOF - Fluido Sintético de Oviduto

Figura 1. Desenho experimental. Blastocistos produzidos in vitro foram agrupados e
distribuidos aleatoriamente entre trés grupos. A vitrificacdo foi realizada em meios de
estabilizacdo e vitrificacdo suplementados com proteina anticongelante de Tenebrio molitor
(TmAFP), nas concentragdes de 0 (G. Controle), 500 ng/mL (G. 500TmAFP) e 1.000 ng/mL (G.

1000TMAFP).
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2.5 Avaliacao da sobrevivéncia dos embrides

Blastocistos vitrificados em meio de vitrificagdo contendo diferentes
concentragdes de TmAFP foram cultivados por 24 h como descrito acima. Ao final da
cultura, cada blastocisto foi classificado com base em se a cavidade blastocélica havia
restabelecido apds o descongelamento e se o blastocisto estava em processo de eclosdo
(quer eclodindo ou eclodido da zona pellcida). O experimento foi realizado com

blastocistos produzidos em cinco repeticoes.

2.6 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Para melhor investigar a morfologia celular e organizacdo das organelas no
citoplasma dos embribes, foi realizada microscopia eletronica de transmissdo nos
blastocistos reaquecidos e cultivados por 24 horas, além de um grupo de embrides frescos
que ndo foram submetidos a vitrificacdo. Apenas embrides de grau 1 foram utilizados
[20]. Os blastocistos (n = 15 por grupo) foram fixados em solucdo de Karnovsky (4%
paraformaldeido e 2,5% glutaraldeido em tampdo cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2) por
pelo menos 4 h em temperatura ambiente (~25°C). Apos a fixacdo, os embrides foram
incluidos em gotas de agarose de baixo ponto de fusdo a 4% e mantidos em tampao
cacodilato de sddio. Os espécimes foram fixados em tetroxido de ésmio 1%, ferricianeto
de potassio 0,8% e cloreto de calcio 5 mM em tampao cacodilato de sodio 0,1 M por 1 h
em temperatura ambiente, lavados em tampédo cacodilato de sddio e corados com acetato
de uranila 5%. As amostras foram entdo desidratadas através de um gradiente de solucdes
de acetona e em seguida embebidas em resina epoxi (EpoxyEmbedding Kit, Fluka
Chemika). Em seguida, cortes semifinos (2 um) foram cortados, corados com azul de
toluidina e analisados em microscopia de luz com aumento de 400 X. Posteriormente,

cortes ultrafinos (70 nm) foram obtidos dos blastocistos bovinos. Os cortes ultrafinos
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foram contracorados com acetato de uranila e citrato de chumbo e examinados em

microscopio eletrénico de transmissdo Morgani-FEI [21].

2.7 Andlise estatistica

O modelo experimental utilizado foi inteiramente casualizado com trés grupos e
cinco repeticdes por grupo, categorizados com base nos periodos de 0 e 24 horas. Os
dados foram testados quanto a sua distribuicdo normal, utilizando-se o teste de Shapiro
Wilk. O procedimento GLM do SAS - Statistical Analysis System (SAS, 2009) foi
utilizado para andlise de variancia (ANOVA) para dados paramétricos, o contraste de
médias foi realizado pelo teste de alcance de Tukey. As diferencas foram consideradas
significativas quando P < 0,05. Os resultados da microscopia eletrénica sdo baseados em

analises qualitativas, portanto ndo foram avaliados de forma estatistica.

3. Resultados

Micrografias em estereomicroscépio representativas de cada grupo, apds
reexpansdo/eclosdo estdo apresentadas na Figura 2. As taxas de sobrevivéncia e eclosao
apo6s aquecimento de blastocistos vitrificados em meios suplementados ou ndo com
diferentes concentragdes de TmAFP (500 ng/mL e 1000 ng/mL), estdo apresentadas na
Tabela 1. Houve diferenca significativa (P < 0,05) nas taxas de sobrevivéncia e expansdo

no grupo 500TmMAFP guando comparado com os grupos controle e 1000TmAFP.
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Figura 2. Micrografias em estereomicroscopio representativas da reexpansdo e eclosdo apos
aquecimento (0 e 24h) de blastocistos vitrificados em meios suplementados com concentragdes
de 0 (G. Controle), 500 (G. 500TmAFP) e 1.000 (G. 1000TmAFP) ng/mL de TmAFP. A —0h, G.
Controle; A’ — 24h, G. Controle; B — Oh, G. 500TmAFP; B’ — 24h, G. 500TmAFP; C — 0Oh, G.
1000TmMAFP; C’* — 24h, G. 1000TmAFP.

Tabela 1. Efeito da suplementacdo de TmAFP na sobrevivéncia, expansdo/eclosdo de embrides
vitrificados e aquecidos com diferentes concentracdes de TmMAFP (500 ng/mL e 1000 ng/mL).

Grupos
Controle 500 TmAFP 1000 TmAFP
Sobrevivéncia 48% (39/82) B 61% (47/77) A 53% (41/78) B
Expandidos 74% (29/39) B 79% (37/47) A 71% (29/41) B
Eclodidos 26% (10/39) 21% (10/47) 29% (12/41)

A microscopia eletronica foram observadas, em todos 0s grupos 0s mesmos tipos
celulares: o trofoblasto em contato ou ndo com a zona pelucida. A arquitetura embrionaria
permaneceu preservada e ndo houve fragmentagdo embriondria significativa. Nos
embrides frescos foram observadas células alongadas com nucleo proeminente,

mitocondrias bem preservadas e eventuais complexos de golgi foram evidenciados. Em
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algumas regibes foi possivel observar microvilosidades préximo a zona pelicida e

juncoes celulares bem visiveis (Figura 3).

Figura 3. Caracteristicas ultraestruturais de blastocistos frescos. M — Mitocéndria; N — Nucleo;
ZP — Zona pelucida; mv — microvilosidades; GC — Complexo de golgi.

No grupo controle foram observadas células alongadas com nicleo proeminente.
As mitocondrias apresentaram-se com dilatacdes nas cristas. Foi possivel observar
microvilosidades e juncdes celulares bem visiveis. Devido ao processo de congelamento
foi possivel ver algumas alteracdes citoplasmaticas, como desorganizacdo intracelular,

dilatacdo do reticulo endoplasmatico rugoso e alteracao do complexo de golgi (Figura 4).

No grupo 500TmAFP as células se apresentavam alongadas com ndcleo
proeminente e aumento da densidade citoplasmética. Nestas amostras, as mitocondrias
apresentavam dilatagdes nas cristas, embora em menor extensdo quando comparadas
aquelas visualizadas no grupo controle. Neste grupo, também foi possivel observar a

presenca de filamentos intracelulares e o aumento de unidades de membrana (Figura 5).
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Figura 4. Caracteristicas ultraestrutural de embriGes bovinos produzidos in vitro, vitrificados e
aquecidos sem suplementacdo de TmAFP (Grupo controle). M — Mitocéndria; N — Nucleo; mv —
microvilosidades; L — goticula lipidica; R — Reticulo; GC — Complexo de golgi.
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Figura 5. Caracteristicas ultraestrutural de embries bovinos produzidos in vitro, vitrificados e
aquecidos com suplementagdo de 500 ng/ml de TmAFP (Grupo 500 TmAFP). M — Mitocondria;
N — Nucleo; GC — Complexo de golgi; ZP — Zona pelucida; If — Filamentos intermediarios; mv —
microvilosidades.

No grupo 1000TmAFP as celulas se apresentavam alongadas com nucleo
proeminente e as mitocéndrias apresentaram-se morfologicamente semelhantes aquelas
observadas no grupo 500TmAFP. Nesse grupo foi observada a presenca de corpusculo

intracelular multivesicular, assim como o aumento de unidades de membrana, como
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observado no grupo de menor concentracdo, porém sem 0 aumento da densidade

citoplasmatica (Figura 6).

Figura 6. Caracteristicas ultraestrutural de embriGes bovinos produzidos in vitro, vitrificados e
aquecidos com suplementacdo de 1.000 ng/mL de TmAFP (Grupo 1000TmAFP). M -
Mitocondria; N — Nucleo; mv — microvilosidades; MvB — Corpo multivesicular.
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4. Discussao

A vitrificagdo alcancou grande atencdo para uso com embrides bovinos
produzidos in vitro. A maioria dos estudos em embriGes bovinos concentra-se na
avaliacdo do sucesso e seguranca da vitrificagdo nas taxas de sobrevivéncia (por avaliagdo
de microscopia de luz) e resultados de taxas de prenhez apos a transferéncia, no entanto,
os resultados nem sempre foram consistentes [22, 23]. Neste estudo, foram investigadas
diferengas na ultraestrutura de embribes bovinos produzidos in vitro, vitrificados
utilizando o método cryotop em meios suplementados ou ndo com AFP derivada das

larvas do besouro Tenebrio molitor (TmAFP).

Na avaliacdo por estereomicroscopia, entre 48 e 61% dos embrides
vitrificados/aquecidos, mostraram morfologia aparentemente normal apds 24 horas de
cultivo, momento em que foram fixados para avaliacdo ultraestrutural. Como mostrado
em estudos anteriores, a morfologia de embrifes bovinos produzidos in vitro e
vitrificados, apds 24 ou 48 horas de cultura, foi normalizada e variou de aproximadamente
30 a 70%, dependendo do protocolo de vitrificagdo, meio de diluigdo do crioprotetor,
entre outros fatores [2, 7, 24]. Ressalta-se, no entanto, que os resultados de sobrevivéncia
pos-criopreservacao sao dificeis de comparar devido ao uso de diferentes condicGes

experimentais.

As caracteristicas ultraestruturais observadas em blastocistos bovinos produzidos
in vitro, ndo vitrificados, foram essencialmente consistentes com aquelas relatadas por
Crosier et al. [25], tais como, nlcleos organizados, mitocondrias maduras bem
preservadas, embora mitocondrias com cristas dilatadas também estavam presentes em
guantidade escassa. Além disso, foi possivel evidenciar, complexo de golgi, zona
pellcida e microvilosidades com aparéncia normal, e a presenga de gotas lipidicas no

citoplasma das células.

90



Contudo, a avaliagéo ultraestrutural dos blastocistos vitrificados revelou sinais de
lesbes osmoticas expressas como desorganizacdo intracelular, dilatacdo do reticulo
endoplasmatico rugoso, alteracdes do complexo de golgi e mitocéndrias dilatadas com
perda da organizacdo das cristas mitocondriais, em comparacdo com 0s blastocistos ndo
vitrificados. Essas alteracbes foram semelhantes as caracteristicas observadas em
blastocistos de bovinos produzidos in vitro e vitrificados [26]. Em conjunto, estes
resultados indicam que embrides PIV suportam a vitrificacdo, conseguem se restabelecer,

entretanto, apresentam danos celulares.

Os resultados deste estudo indicam que a TmAFP pode fornecer protecdo as
estruturas embrionéarias durante o processo de vitrificagdo/aquecimento, como
demonstrado pela maior porcentagem de blastocistos que restabeleceram a blastocele
apos 24 h de cultivo no grupo 500TmMAFP. Em adicdo, a suplementacdo com TmAFP (500
ou 1000ng/mL), ao meio de vitrificacdo, permitiu mitigar as crioinjdrias, conforme
avaliado pela ultraestrutura dos embries que permaneceram vivos. Embora o tamanho
da amostra neste estudo seja pequena, deve ser enfatizado que apenas embrides
classificados como grau | foram incluidos, para minimizar quaisquer efeitos adversos no

desenvolvimento prejudicado.

AlteragBes ultraestruturais nas mitocondrias ap6s a criopreservagdo foram
relatadas em outros estudos em embrides bovinos, e foi sugerido que o dano mitocondrial
pode levar a morte celular [26, 27]. As mitocdndrias em geral, bem como outras organelas
e células de tais embrides reagem por distensdo ou encolhimento, o que no caso de células

inteiras (pelo menos de uma proporcdo delas) resulta em degeneracao [28].

Houve diferencas na extensao dos danos as mitocondrias observados nos embrides
vitrificados/aquecidos. Mitocondrias bem preservadas mantendo estrutura intacta, foram

observados nos embrides vitrificados nos grupos tratados com a TmAFP, quando
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comparadas ao grupo controle. Além disso, foram observadas alteragdes na densidade
citoplasmatica no grupo 500TmAFP, sugerindo possiveis mudancas na dindmica do

citoesqueleto.

As microvilosidades estavam presentes em todos os embrides aqui estudados. Os
embrides dos grupos TmAFP apresentaram aumento nas microvilosidades das células do
trofoblasto. Estas estruturas sdo responsaveis pelo aumento na superficie de absor¢do das
células e sdo préprias de tecidos onde hé intenso transporte de fluidos e nutrientes [29].
A maior quantidade de microvilosidades nos embrides submetidos ao tratamento com
TmAFP pode melhorar o procedimento da vitrificagdo, pois aumentaria as taxas de troca

entre gua e crioprotetores.

Além disso, quando se observou a ultraestrutura de embrides vitrificados no grupo
1000TmAFP, foi constatado a presenca de corpos multivesiculares (MvB). Os MvB sao
endossomos de estagio avancado caracterizados pela presenca de vesiculas intraluminais
dentro de uma grande vesicula. Fader et al. [30] afirmaram que os MvB reorientados a

partir da via autofagica libera exossomos (EXS).

O consenso atual é que a autofagia é o principal protetor da morte celular, que
contribui para aumentar a sobrevivéncia celular, presumivelmente através da remocéo
seletiva de endossomos tardios pela maquinaria de autofagia [31, 32] e redirecionando 0s
corpos multivesiculares (MVB) para a autofagia embora esses mecanismos obstruam a

liberacdo de EXs [30].

Os MvB tém sido identificados na ultraestrutura das células embrionarias de
embrides bovinos produzidos in vitro, e tem sido sugerido que a presenca dos MvB pode

indicar que a maquinaria autofagica e secrecdo de EXs estdo presentes em embrides

92



bovinos. [33]. No entanto, mais experimentos sdo necessarios para elucidar os fatores

especificos envolvidos na formacao dos MvB ap0s a vitrificacédo.

Embora o mecanismo pelo qual TmAFP regula as funcoes fisiologicas das células
embrionarias sob estresse de congelamento ndo tenha sido investigado neste estudo,
nossos resultados sugerem que a TmAFP pode prevenir a formagédo de gelo durante a
vitrificacdo e, especialmente, a recristalizagdo durante o aquecimento, ajudando assim a
proteger as células embrionarias. Além disso, outra explicacdo possivel é que as TmAFP
podem se ligar & membrana celular e, como resultado, estabilizar as membranas do
embrido. Yamauchi et al. [34] sugeriram que a TmAFP se liga a bicamada lipidica das
células de insulinoma de rato (RIN-5F), para estabilizar sua integridade de membrana e
manter a viabilidade celular a -5 °C, -2 °C e +4 °C. No entanto, se a TmAFP se liga a

bicamada lipidica das células embrionarias permanece para ser esclarecida.

Em conclusdo, as observacdes deste estudo proveem evidéncias ultraestruturais,
que a extensdo das alteracGes celulares, produzidas pela vitrificagdo/aquecimento de
embrides bovinos produzidos in vitro, as quais envolvem organelas e componentes
celulares essenciais para o funcionamento adequado e viabilidade celular, podem ser
mitigadas pela adicdo da TmAFP, indicando o valor potencial da AFP da larva de T.
molitor na inibicdo da formacao de cristais de gelo e na preservacdo da qualidade de

embrides vitrificados.
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