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RESUMO

A proteina HSPAGS (do inglés, heat shock 70 kDa protein 5), também conhecida como GRP78
(do inglés, 78 kDa glucose-regulated protein) e BiP (do inglés, immunoglobulin-binding
protein), € uma chaperona do reticulo endoplasmatico que desenvolve um papel fundamental
na manutencdo da homeostase celular. Relativamente recente, essa proteina foi descrita como
um dos componentes do fluido ovidutal com capacidade de se ligar aos espermatozoides e
aumentar a concentracdo de célcio intracelular. Considerando que o ambiente ovidutal fornece
substratos e fatores importantes para a fusdo dos gametas e desenvolvimento inicial embrionario
in vivo e que a proteina HSPAb5esta em alta concentracdo no fluido ovidutal, nos acreditamos
que essa proteina pode exercer efeitos benéficos na producdo de embribes in vitro.
Hipotetizando que a HSPAS pode interagir com o complexo cumulus-oécito (COC) durante a
maturacado in vivo (MIV) e também com o embrido em desenvolvimento durante o cultivo in
vitro (CIV), atematica primordial desta tese foi testar a adi¢cdo da HSPA5 recombinante humana
na producdo in vitro de embrides (PIVE). Em um primeiro momento, n6s analisamos o efeito
da HSPADS nas ultimas 4 horas da MIV sobre 0s niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e potencial de membrana mitocondrial (MMP) dos odcitos e subsequentes embrides, 0s niveis
de glutationa (GSH) nos COCs e meio de cultivo, a solubilidade da zona pelucida e penetragédo
espermatica, sobre a taxa de embrides produzidos e o perfil de transcritos destes embrides. Na
segunda abordagem nds testamos a adi¢do da rHSPAS nos oito dias de CIV e comparamos com
o0 tratamento na MIV e a associa¢do dos dois tratamentos. Foi avaliado a taxa de embrides
produzidos e a transcricdo génica destes embrides. Em suma, os resultados indicaram que a
rHSPA5 € capaz de interagir com o COC durante a MIV e com o0s embriGes em
desenvolvimento no CIV. A proteina foi capaz de aumentar taxa de embrides produzidos
guando adicionada nas ultimas 4 horas de MIV, manter os niveis de ROS e GSH nos COCs,

mas ndo aumentou o tempo de solubilidade da zonna-pellucida (ZP) ou alterou a porcentagem



de monospermia, mas a rHSPA5 na MIV foi capaz de modular positivamente a expressao
génica dos embrides produzidos. Ja a inclusdo da proteina no CIV, apesar de haver uma pequena
modulacéo na expressao génica, ndo foi capaz de aumentar a taxa de embri6es produzidos. Com
o0s presentes achados, concluimos que, a HSPA5S pode interagir com o COC e ser capaz de
exercer funcdes ainda ndo determinadas, assim como o uso da rHSPAS nas Gltimas 4 horas da

MIV pode otimizar a PIVE e potencializar a qualidade embrionaria.

Palavras-chave: GRP78, BiP, heat shock protein, MIV, CIV, PIVE



ABSTRACT

The HSPAGS protein (heat shock 70 kDa protein 5), also known as GRP78 (78 kDa glucose-
regulated protein) and BiP (immunoglobulin-binding protein), is a chaperone from the
endoplasmic reticulum with an important role in cellular homeostasis. Relatively recent, this
protein was described as an oviductal fluid component as well as, its ability to hardly bind the
spermatozoa, and then, increase the intracellular calcium abundance. The oviduct provides an
appropriate environment for gametes fusion and early embryo development. Once the HSPA5
is one of the main heat shock proteins from oviductal fluid, we have a hypothesis that this
protein is able to be beneficial on in vitro embryo production. Hypothesizing that HSPA5 can
interact with cumulus-oocyte complex (COC) during the in vitro maturation (MIV) and, also
with developing early embryo on in vitro culture (CIV), the primordial thematic of this thesis
tested the HSPA addition on in vitro embryo production. First of all, we analyzed the HSPA5
effect on the last 4 hours of MIV under reactive oxygen species (ROS) and mitochondrial
membrane potential (MMP) levels and on the subsequent embryos. The glutathione (GSH)
levels on COC and culture medium, the zona-pellucida (ZP) solubility, sperm penetration, and
last, the rate of embryo production and transcript profile of them. The second point was tested
the HSPADS effect on the eight days of CIV to compare with MIV treatments and an association
of both treatments (on the last 4 hours of MIV and 8 days of CIV). We assessed the embryo
rate and transcriptome profile of them. In conclusion, the results indicated that HSPAS was able
to interact with the COC and the developing early embryo. This protein was capable to increase
the embryo rate on the MIV treatment and maintaining the ROS and GSH levels on COC, but
it did not increase the ZP solubility or monospermy rate. Mainly, the HSPAS5 was able to
positively modulate the gene expression of embryos. On the other hand, the HSPAS5 on the CIV
did not alter the embryo rate and found a lower modulation on the transcript profile. We

conclude that HSPAS interacts with COC and develops an unknown role and also, the inclusion



of rHSPADS on the last 4 hours of MIV can improve the in vitro embryo production and enhance

the embryo quality.

Keywords: GRP78, BiP, heat shock protein, MIV, CIV, PIVE
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PREFACIO

A presente tese a ser defendida pelo programa de Pds-graduacdo em Farmacologia e
Biotecnologia estd dividida em quatro sessdes. A primeira, denominada Capitulo I,
compreende uma Revisdo Integrativa que traz um compilado de publicagdes que introduz a
relacdo das Heat Shock proteins com os gametas e embrides, e mostra como essas proteinas,
que estdo presentes no oviduto, estdo envolvidas com o processo reprodutivo. Essa revisao além
de ser a base para uma futura revisao sistematica, foi utilizada como uma introducgdo a tematica
desta tese. Das duas partes subsequentes, o Capitulo Il - “Evidences that heat shock protein
A5 (HSPADS) plays role during bovine in vitro embryo production” e Capitulo 111 — “As
novas estratégias do uso da rHSPA5 humana na producdo in vitro de embrides”,
correspondem um como uma proposta de manuscrito a ser submetido como artigo no periodico
“Reproduction in Domestic Animals”, € 0 outro a descricdo dos resultados recém obtidos pelo
grupo, que seré utilizado como base para o préximo artigo. Por fim, a sessdo “Consideracdes

finais” compreende as conclusdes gerais (descrevendo de forma sucinta os resultados obtidos).

Conforme normas do programa de Pos-graduacdo, o presente exemplar consiste na
versdo definitiva da tese a ser encaminhada a biblioteca e fara parte do conjunto de publicacdes
do Instituto de Biociéncias de Botucatu da UNESP. No entanto, 0 manuscrito aqui apresentado
estd no prelo, mas ndo comprometido com a publicacdo em quaisquer periddicos, estando,

assim, passivel de correcfes e modificagBes por parte da banca de defesa.
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estrous cycle. These chaperones can bind on spermatozoa and exert a fundamental role in the
fertilization process but their action mechanism is not clear. Studies are necessary to completely

understand the OF HSPs.
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CONSIDERACOES FINAIS

Testamos aqui se a proteina HSPAS é capaz de interagir com COC e com o0s embrides
e, além disso, se a adicdo da HSPAS5 recombinante humana nos meios de MIV e CIV melhora

a eficiéncia da producdo in vitro e a qualidade dos embrides produzidos.

Na abordagem da interacdo da rHSPA5 com o COC, nos adicionamos a proteina nas
ultimas 4 horas de MIV. Nos avaliamos os niveis de ROS e MMP destes odcitos e dos
subsequentes embrides produzidos, os niveis de GSH nos odcitos, células do cumulus e no meio
MIV. Além disso, nés avaliamos o efeito da proteina sobre a solubilidade da ZP e a taxa de
monospermia, a taxa e a expressdo génica dos embrides produzidos. A proteina ndo alterou o
tempo de digestdo da ZP e também ndo alterou a taxa de monospermia, demonstrando que
aparentemente ndo produz efeito no enrijecimento da ZP. A rHSPA5 também néo influenciou
0s niveis de ROS e GSH dos od6citos e embrides, mas diminuiu a atividade mitocondrial dos
odcitos. Apesar desse resultado, a adicdo da proteina nas Gltimas 4 horas de MIV aumentou a
taxa de embriGes produzidos e foi capaz de modular positivamente a expressao de genes
relacionados com a qualidade embrionaria, demonstrando um efeito benéfico na producéo in

vitro e um forte potencial de inclusdo no meio de MIV.

Em um segundo momento nés adicionamos a rHSPAS nos 8 dias de cultivo embrionario
para comparar com o tratamento na MIV e com a associacdo destes (ultimas 4 horas de MIV
mais 8 dias de CIV). Foi avaliada a taxa de embriGes produzido com os tratamentos, assim
como o perfil de transcritos destes embrides. O tratamento no cultivo e associagdo dos
tratamentos ndo aumentou a taxa de embrides produzidos e apresentou uma pequena modulagéo

nos genes expressos, comparado ao grupo controle e tratamento nas Gltimas 4 horas de MIV.
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Com esses resultados, nds acreditamos que apesar da HSPAS conseguir interagir com
os embrides, ela ndo parece ter um efeito essencial nestes, diferente do o6cito, A proteina parece
exercer uma funcao nos oocitos durante as ultimas horas de maturacéo e foi eficaz quando sua
forma recombinante humana foi adicionada ao meio de MIV, melhorando a producéo

embrionaria e impactando a qualidade molecular destes embrides.
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