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RESUMO

A criopreservacdo de gametas € essencial para utilizagdo em biotecnologias
reprodutivas, especialmente no contexto da conservacdo animal. Para minimizar
os danos da criopreservacdo e melhorar a sobrevivéncia das células,
crioprotetores como a proteina anticongelante (antifreeze proteins, AFP) devem
ser utilizados. Portanto, o objetivo deste estudo foi determinar o efeito de
diferentes concentracbes de AFP | na solucdo de vitrificacdo de complexos-
cumulus-o6citos (COCs) imaturos de gatas domésticas. Foram vitrificados 171
oocitos em solucdo de vitrificacdo contendo 15% etilenoglicol, 15%
dimetilsulféxido, 0,5 M sacarose e 20% soro fetal bovino, distribuidos
aleatoriamente em trés grupos: na presenca de 0,0 (controle, GO, n=47), 0,5 (0,15
uM, GO,5, n=50) e 1,0 (3 uM, G1, n=50) pg/mL de AFP I. No momento do
aguecimento foram obtidos 61 odcitos frescos, para constituir um controle fresco
(GF). Os odécitos foram entdo avaliados conforme sua qualidade morfolégica e
utilizados a fresco ou fixados para as analises de microscopia de fluorescéncia,
ou congelados a seco para biologia molecular. Apés 2:30 h do aquecimento, 0s
grupos vitrificados com AFP (G0,5 e G1) apresentaram taxas de qualidade
morfoldgica similares ao controle fresco (90%, 84,4% e 91,3%, respectivamente).
O GO05 e o G1 também apresentaram taxas de integridade de actina
significativamente melhores (63,3% e 91,67%, respectivamente) do que 0 nao
suplementado (GO, 41,67%). Em comparacdo com GF, o grupo G1 apresentou
menor alteracdo na expressdo global dos genes avaliados (GDF9, BMP15,
PRDX1, SIRT1), somente apresentando diminuicdo do ZAR1 e HSP70 e aumento
da SIRT3. Os grupos GO e GO0,5 apresentaram expressdo significativamente
diminuida de todos os genes em relacdo ao GF, com excecado da SIRT1 e 3 que
nao apresentaram diferenca (P>0,05). No entanto, resultado oposto foi observado
para atividade mitocondrial, niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
glutationa (GSH). Para estas variaveis, os grupos GO e GO0,5 foram similares aos
GF (P>0,05), enquanto o G1 teve menor atividade mitocondrial e maior niveis de
EROS, quando comparados com os demais grupos (GO; GO0,5 e GF). Em
conclusdo, a suplementacdo de AFP | (1,0 ug/mL) na solugcéo de vitrificacdo
promoveu efeitos benéficos na morfologia, integridade de actina e padrédo de
expressdo génica nos COCs felinos, melhorando a vitrificagdo de odcitos, apesar
de ter diminuido o metabolismo celular posterior, apresentando menores taxas de
atividade mitocondrial.

Palavras-chave: criopreservacdo; biotecnologias reprodutivas; felinos.
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ABSTRACT

Gamete cryopreservation is essential for reproductive biotechnologies, especially
in the context of animal conservation. To minimize damage from cryopreservation
and improve cell survival, cryoprotectants such as antifreeze proteins (AFP) can
be employed. Therefore, the aim of this study was to determine the effect of
different concentrations of AFP | in the vitrification solution of immature cumulus-
oocyte complexes (COCs) from domestic cats. Oocytes (n=171) were vitrified in a
vitrification solution containing 15% ethylene glycol, 15% dimethyl sulfoxide, 0.5 M
sucrose and 20% fetal bovine serum, randomly divided into three groups: in the
presence of 0.0 (control, GO, n=47), 0.5 (0.15 pM, GO0.5, n=50) and 1.0 (3 uM, G1,
n=50) pg/mL of type |I AFP. At the time of warming, 61 fresh oocytes were
obtained to constitute a fresh control (GF). The oocytes were then evaluated
according to their morphological quality and used fresh or fixed for fluorescence
microscopy analyses, or dry frozen for molecular biology. After 2:30 h of warming,
the groups vitrified with AFP (G0.5 and G1) presented morphological quality rates
similar to the fresh control (90%, 84.4% and 91.3%, respectively). Groups GO0.5
and G1 also had significantly better rates of actin integrity (63.3% and 91.67%,
respectively) than the non-supplemented group (GO, 41.67%). In comparison with
GF, G1 showed a smaller change in the global expression of the evaluated genes
(GDF9, BMP15, PRDX1, SIRT1), only showing a decrease in ZAR1 and HSP70
and an increase in SIRT3. Groups GO and G0.5 showed significantly decreased
expression of all genes in relation to GF, except for SIRT1 and 3, which showed
no difference (P>0.05). However, an opposite result was observed for
mitochondrial activity, reactive oxygen species (ROS) and glutathione (GSH)
levels. For these variables, groups GO and GO0.5 were similar to GF (P>0.05), while
G1 had lower mitochondrial activity and higher levels of ROS when compared to
the other groups (GO; G0.5 and GF). In conclusion, AFP | supplementation (1.0
Hg/mL) in the vitrification solution promoted beneficial effects on morphology, actin
integrity and gene expression pattern in feline COCs, improving oocyte vitrification,
despite having decreased posterior cell metabolism with lower rates of
mitochondrial activity.

Keywords: cryopreservation; reproductive biotechnologies; feline.
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1. INTRODUCAO

No contexto contemporaneo de extensos prejuizos humanos ao
ecossistema, a atencdo a conservacao animal torna-se essencial. A conservacao
é uma forma de preservacdo de patrimonio genético e cultural. A medida que o
homem gera dano ao seu ambiente, tem como dever buscar reparar e proteger
aquilo de que ele mesmo usufrui. No Reino Animal, a familia Felidae esta
presente em quase todo territorio mundial, e esta em estado critico de risco de
extincdo (IUCN, 2022).

As biotecnologias reprodutivas tém sido uma ferramenta util para a
conservacao animal, devido a sua capacidade de preservar material genético
utilizando métodos de criopreservacgdo e facilitar a reproducéo e multiplicacdo do
nuamero de espécimes, utilizando técnicas in vitro e in vivo. A criopreservacao
permite 0o armazenamento seguro de tecidos e células reprodutivas em
temperaturas extremamente baixas, garantindo sua disponibilidade para utilizacao
péstera, por exemplo, na reproducdo assistida a campo, como na inseminagao
artificial ou transferéncia de embrido; e na reproducédo em nivel laboratorial, como
na producao in vitro de embrides (PIVE) e na clonagem.

No entanto, a criopreservacdo gera uma grave reducdo na qualidade dos
tecidos e células, devido ao estresse causado principalmente pela formacédo de
cristais de gelo, pelas baixas temperaturas e pelo estresse osmotico durante a
desidratacdo e uso de crioprotetores (MAZUR, 2004; RAJAN E MATSUMURA,
2018). A vitrificacdo é uma das técnicas de criopreservagdo mais utilizadas
atualmente devido a sua praticidade e eficiéncia, tendo em vista que evita a
formacao de cristais de gelo e € de facil execucédo, apresentando bons resultados
com tecidos, células e embribes (MASRAT-UN-NISA et al., 2022). O gameta
feminino, no entanto, é uma célula complexa de ser criopreservada, por ser uma
célula unica, de estrutura delicada e possuir zona pellcida (ZP) e células do
cumulus ao seu redor, dificultando a passagem dos crioprotetores.

A vitrificacdo tem como uma de suas consequéncias 0s danos as organelas.
As mitocondrias, responséaveis pela respiracao celular, quando tém sua funcéo
inadequada, geram excesso de espécies reativas de oxigénio (EROs), que séo
acumuladas devido a ineficiéncia do sistema natural de defesa antioxidante em

conseguirem combater as quantidades supra fisiologicas de EROs (TATONE et



al., 2010). Como consequéncia do estresse oxidativo, osmotico e térmico, ocorre
uma diminuicdo dos fatores participantes do complexo desenvolvimento e
maturagcdo oocitaria (AZARI et al., 2016; SANFINS et al., 2018). Além disso, o
citoesqueleto é sensivel as alteragbes de temperatura, pressdo osmotica e pH,
podendo ocorrer despolimerizacdo da actina e tubulina, comprometendo a
capacidade de distribuir adequadamente os cromossomos nas divisdes meiéticas
(WU et al., 2006).

Nesse sentido, o uso de substadncias que possam amenizar os danos
inerentes ao processo, como por exemplo, as proteinas anticongelantes (anti-
freeze proteins, AFPs), encontradas em seres que vivem em temperaturas
glaciais, torna-se interessante. Elas possuem a propriedade de se ligar a cristais
de gelo, promovem histerese térmica, inibem a recristalizacdo e estabilizam as
membranas biologicas (O’NEIL et al., 1998; BAR-DOLEYV et al., 2012; KIM et al.,
2017, GRUNENBERG et al., 2021). Ressalta-se que ja foram demonstrados
beneficios na utilizacdo de AFPs na vitrificacdo de o6citos murinos e bovinos (JO
et al., 2012; LIANG et al., 2016).

Em gatas domeésticas, a vitrificacdo de odcitos ainda resulta em taxas de
maturagdo e desenvolvimento embrionario insatisfatorias, e ndo ha um método
ideal definido (COLOMBO E LUVONI, 2020). A vitrificacdo eficaz de odcitos de
gatas, portanto, € um objetivo a ser alcancado visando a conservacdo das
espécies felinas ameacadas. Tendo em vista as vantagens promovidas pelo uso
da AFP na vitrificacdo de odcitos de outras espécies e suas propriedades
benéficas, acredita-se que o uso de AFPs na vitrificagdo de odcitos felinos pode
aumentar a viabilidade destes gametas, diminuindo os prejuizos decorrentes do
método. Portanto, o objetivo deste estudo é determinar o efeito de diferentes
concentracdes de AFP | na solucéo de vitrificacdo de complexos cumulus-oécitos
(COCs) imaturos de gatas domésticas.

1.1 FELINOS SELVAGENS E DOMESTICOS

Os felinos estdo distribuidos por todos o0s continentes terrestres, com
excecdo da Antartica e da Oceania, habitando diferentes biomas, altitudes e
climas. Essa extensa distribuicdo se reflete na diversidade de caracteristicas

morfologicas e comportamentais observadas nas espécies da mesma familia.



Apesar da grande variedade de tamanhos (de pequenos gatos de 3 kg até
grandes gatos de quase 300 kg) e de caracteristicas fisicas, todos sao facilmente
identificaveis como pertencentes a familia Felidae. Sao ageis, possuem excelente
olfato, audic&o e visdo e apresentam garras retrateis e feicdes caracteristicas. E a
segunda maior familia de carnivoros, com atualmente oito linhagens e 41
espécies catalogadas, e tradicionalmente dividida em dois grupos (subfamilias):
os grandes gatos (Pantherinae) e os pequenos gatos (Felinae) (KITCHENER et
al., 2017). Os grandes gatos possuem a estrutura da laringe diferenciada, o que
os faz rugir e ndo ronronar como 0S pequenos gatos e os guepardos (HAST,
1989). Dentro da subfamilia Pantherinae estéo as diferentes espécies de grandes
gatos mais conhecidos como tigres (Panthera tigris), oncas (Panthera onca) e
ledes (Panthera leo). J& a subfamilia Felinae possui sete linhagens diferentes,
incluindo, entre outros, géneros como do caracal (género Caracal), jaguatiricas
(género Leopardus), linces (género Lynx), pumas (género Puma) e o proprio gato
domeéstico (género Felis).

Os gatos domeésticos sao descendentes proximos de outros felinos
selvagens, tendo vestigios genéticos de pelo menos cinco espécies selvagens
diferentes (DRISCOLL et al., 2007). A sua domesticacdo comecou no Oriente, na
antiguidade, quando os gatos selvagens se aproximaram das producdes agricolas
humanas para se alimentar das pragas e roedores, garantindo alimentacéo
durante o ano inteiro (HU et al., 2013). Ao contrario de outras espécies
domeésticas, a domesticacdo ndo foi um fruto de selegdo artificial de
caracteristicas desejaveis, e sim um processo de selecdo natural, e é considerada
uma domesticacdo incompleta, ja que por mais que 0S gatos tolerem a
convivéncia humana, ainda had muitos que ndo dependem completamente do
homem para se alimentar e sobreviver (DRISCOLL et al., 2009). Atualmente, o
gato € um dos animais de companhia mais frequentes nos centros urbanos,
cativando a afeicdo de muitos humanos devido as suas caracteristicas doceis e
ao mesmo tempo independentes, coabitando bem com o homem moderno.
Similarmente, os gatos selvagens historicamente atraem o interesse humano,
fazendo parte dos predadores mais conhecidos e admirados na natureza.

Os felinos, de modo geral, sdo considerados animais hipercarnivoros, por
terem uma dieta quase exclusivamente carnivora e requerem maior porcentagem

de proteina na dieta do que qualquer outro mamifero (MONTAGUE et al., 2014).
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Portanto, ocupando na maioria das vezes o lugar de predadores, garantem o
controle populacional de espécies inferiores. Por estarem no topo da piramide
alimentar, naturalmente existem em menor ndmero de individuos nas diversas
comunidades. No entanto, isso significa que sdo poucos animais necessarios para
influenciar o ecossistema inteiro e por isso possuem fundamental importancia
para equilibrio estrutural de ecossistemas (GITTLEMAN E GOMPPER, 2005). Por
isso, as ameacas aos felinos e demais carnivoros afetam a comunidade de
maneira significativa.

Os animais selvagens de forma geral estdo passando por um profundo
processo de desgaste, e na familia Felidae ao menos 18 espécies estdo
classificadas como vulneraveis ou em perigo de extincdo (IUCN, 2022). As causas
desse cenario preocupante estdo relacionadas principalmente a degradacéo dos
habitats naturais e as cacas ilegais. Além disso, as ac¢des antrOpicas como
desmatamento e construcdo de rodovias fragmentam as populacdes animais, 0
gue diminui consideravelmente a troca dos alelos génicos entre as populagcdes e
consequentemente a biodiversidade e a capacidade de adaptacédo e resisténcia
das espécies (WILSON et al., 2016). Tendo em vista este cenario, estratégias
eficientes de conservacdo, bem como a criagdo de bancos de germoplasma e
ferramentas biotecnoldgicas, sdo requisitos obrigatérios para implementar uma

acao apropriada para a conservacao da biodiversidade animal.

1.2 CONSERVACAO ANIMAL

As estratégias de conservacdo animal podem ser realizadas in situ, ou seja,
mantendo 0s animais em seu habitat natural, ou ex situ, isto €, fora do lugar de
origem, como, por exemplo, em zooldgicos. O método ideal de conservacéo € in
situ, pois garante a protecdo dos habitats de forma integrada e completa. No
entanto, no contexto contemporaneo, é pouco prudente contar apenas com a
conservagao in situ, e muito se tem procurado fazer a conservacdo ex situ ser
capaz de verdadeiras contribuicbes a conservagdo animal (KLEINMAN-RUIZ et
al., 2019).

A conservacdo ex situ emergiu como uma estratégia-chave para o
planejamento da conservacdo da biodiversidade a longo prazo. A convencao

sobre a diversidade biologica sugere a implementacdo da conservagao ex situ de



forma complementar a conservacao in situ nos programas de preservacao (CBD,
1992). Neste sentido, a conservacdo ex situ contribui, ndo somente para
educacdo da populacdo sobre a biodiversidade e conservacdo, mas também
permite a preservacdo do potencial genético e o estudo e conhecimento dos
animais para embasar estratégias ativas de conservacdo in situ, bem como
eventual reintroducéo de animais na natureza (ABELL et al., 2013).

Atualmente, uma das préaticas mais eficientes da conservacdo € a
criopreservacdo de sémen, odcitos, embrides e tecidos (P1ZZl et al., 2013).
Quando associadas as biotecnologias reprodutivas como a inseminacdao artificial,
a transferéncia de embribes, a PIVE e a transferéncia nuclear de células
sométicas, desempenham um importante papel, ndo s6 na multiplicacdo dos
animais, mas também na recuperacdo de espécies extintas. Dentre outras
vantagens das biotecnologias reprodutivas, uma das mais interessantes € o fato
destas permitirem aliar a conservagao ex situ com a in situ, sem ser necessario
transportar animais por longas distancias (SWANSON et al., 2006).

O primeiro passo para 0 sucesso das biotecnologias é conhecer a
diversidade fisiologica das espécies. Nesse cenario, estudos experimentais sao
necessarios antes de aplicar ativamente estas biotecnologias em cada espécie,
especialmente naquelas ameacadas e em perigo de extingdo. Devido ao baixo
namero de animais selvagens disponiveis para estudos e rotinas experimentais,
torna-se necessario utilizar um modelo animal mais acessivel para fundamentar
as bases das biotecnologias reprodutivas antes de coloca-las em prética. Por
isso, a maioria dos avancos na reproducdo de felinos € conquistada nos gatos
domésticos, antes de serem aplicadas nos selvagens (JEWGENOW E ZAHMEL,
2020). Nesse sentido, o gato doméstico tem sido bastante explorado nas

biotecnologias reprodutivas em funcao, ainda, de sua abundancia populacional.

1.3 BIOTECNOLOGIAS REPRODUTIVAS

Dentre as biotecnologias reprodutivas mais utilizadas esta a PIVE,
ferramenta versatil e base para diversas outras tecnologias. A PIVE pode ser
definida como um conjunto de procedimentos laboratoriais que mimetizam o0s
eventos finais da foliculogénese e o desenvolvimento pré-implantacional em

mamiferos. Em um ciclo folicular ovariano normal, sdo recrutados diversos



foliculos que iniciam o seu crescimento e desenvolvimento, dos quais poucos
chegam a ser ovulados, devido a mecanismos inibitérios e seletivos naturais. No
entanto, com o uso da PIVE, o potencial ovariano é aumentado, visto que sao
obtidos odcitos de foliculos que talvez ndo chegassem a etapa final da selecao
folicular, mas que num sistema in vitro conseguem alcancar um determinado
potencial e gerar embrides. Além disso, a PIVE é a base para diversas outras
biotecnologias como a clonagem e a producdo de animais transgénicos, bem
como permite a realizacdo de experimentos fundamentais para melhor
compreensao do universo reprodutivo. A PIVE também possibilita a reproducéo
de animais pré-puberes ou senis, bem como animais mortos e com seus gametas
ou tecidos gonadais criopreservados. Ela engloba quatro etapas cruciais: a
recuperacdo e sele¢do de COCs, maturacdo in vitro (MIV) dos odcitos imaturos,
preparo do sémen e fecundacao in vitro (FIV) e o desenvolvimento in vitro dos
presumiveis zigotos até o estagio de morula ou blastocisto, quando normalmente
sdo transferidos a uma receptora ou criopreservados (SIRARD E COENEN,
2006). Os COCs usados na PIVE podem ser obtidos a partir de animais vivos (por
meio de cirurgias laparoscopicas) ou do ovario de animais que recém vieram a
Obito ou foram castrados (NEGLIA et al., 2003).

No laboratério, os COCs removidos do ambiente ovariano sdo selecionados
morfologicamente, sendo considerados COCs de boa qualidade de grau | e Il, isto
€, com citoplasma escuro, homogéneo e com cinco (grau 1) ou menos (grau II)
camadas compactas de células do cumulus (WOOD E WILDT, 1997). Em
seguida, sédo cultivados em meio de cultivo apropriado, em temperatura e
atmosfera ideais para promover a etapa de MIV, procurando mimetizar o
ambiente in vivo. A maturacdo oocitaria pode ser dividida em a) maturacao
nuclear que é a retomada da meiose, interrompida em préfase |, até a etapa de
metafase Il (MIl), culminando na extrusdo do primeiro corpusculo polar; b)
maturacdo citoplasmatica na qual ocorre redistribuicio das organelas,
reorganizacdo e movimentacao do citoesqueleto; e ¢) maturacdo molecular, que é
a producdo de transcritos e proteinas que serdo armazenados no citoplasma
(FERREIRA et al., 2009). A MIV é uma etapa crucial da PIVE, pois o0 oécito é a
peca-chave para o sucesso da mesma. O processo de maturacdo oocitaria, além
de preparar o oocito para a fertilizacdo, € essencial para o desenvolvimento do

futuro embrido, pois 0 material genético zigético permanece quiescente durante o
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inicio da vida embrionaria, sem expressao génica, e quem sustenta o inicio do
desenvolvimento sdo os transcritos e proteinas de origem materna até a ativacao
do genoma embrionario (FERREIRA et al., 2009).

Para a FIV, o o6cito maturado €é submetido ao cocultivo com
espermatozoides previamente capacitados ou a injecdo intracitoplasmética de
espermatozoide, seguida de ativacdo oocitaria. Apés a FIV, os presumiveis
zigotos sdo cultivados, periodo no qual sofrem clivagens sucessivas, até se
tornarem morulas e blastocistos. Estes podem ser empregados em diversas
outras biotecnologias, serem transferidos a receptoras capazes de gestar este

embrido até seu completo desenvolvimento ou serem criopreservados.

1.4 CRIOPRESERVACAO

A criopreservacao é a preservacdo de material bioldgico em temperaturas
muito baixas. Quando devidamente armazenadas em nitrogénio liquido (NzL) (-
196 °C) ocorre a suspensdo temporédria de todas as atividades biologicas de
células ou tecidos, sem comprometimento da viabilidade e competéncias
fisiologicas para uso futuro (LEUNG, 1991; LEIBO E SONGSASSEN, 2002).
Nessa temperatura, a viabilidade celular s6 € afetada pela radiacdo, que em nivel
normal levara aproximadamente 2.000 anos para se tornar nocivo para as células
armazenadas (GLENISTER et al., 1984). A criopreservagdo tem contribuido
significativamente para otimizacdo de biotécnicas reprodutivas. Com 0s bancos
de germoplasma (gametas, embrides e células somaticas) a disposicéo, a rotina
experimental e a execuc¢do de biotecnologias reprodutivas se tornam mais faceis.
Além disso, permite a conservacdo de material genético de animais em vias de
extincdo e evita o transporte de animais por longas distancias, diminuindo os
danos e perdas de animais no transporte, ao possibilitar o transporte de gametas,
embrides ou tecidos para locais diversos, inclusive aumentando a diversidade
genética (COMIZZOLI, 2018).

Porém, a criopreservacao apresenta desvantagem de ainda causar uma
consideravel redugcdo na qualidade dos tecidos e células, principalmente pela
formacdo de cristais de gelo, choque pela exposicdo das células as baixas
temperaturas e aos crioprotetores, além do estresse osmotico. Segundo Mazur

(1963), para evitar a morte celular durante a criopreservagao por cristalizacéo é



necessario que as ceélulas se desidratem durante o resfriamento, para prevenir a
formacéo de cristais de gelo intracelulares, que causam danos mecanicos letais
as células. Além disso, a recristalizacdo, que ocorre durante o descongelamento e
aguecimento das amostras criopreservadas também podem contribuir com a
formacdao de cristais de gelo (SEKI E MAZUR, 2008).

1.4.1 Crioprotetores

No intuito de impedir estes processos nocivos e minimizar as crioinjurias,
sao utilizados crioprotetores durante a criopreservacao. Os crioprotetores sao
compostos que, quando adicionados aos meios de criopreservagao, protegem as
células e tecidos de crioinjurias e aumentam as taxas de viabilidade pos-
descongelamento (RAJAN E MATSUMURA, 2018). Estes sao classificados com
base na capacidade de penetracdo na célula em penetrantes e ndo-penetrantes.
No entanto, s&o compostos que possuem citotoxicidade, especialmente em altas
concentragdes. Durante o equilibrio com os crioprotetores, a célula sofre grandes
variacdes de volume celular devido ao grande fluxo osmatico intra e extracelular e
este “encolhimento”, bem como o aumento de volume quando a célula retorna a
condicOes isotbnicas, pode levar a rupturas e outros danos celulares
especialmente na membrana plasmatica. Por isso, a exposicdo da amostra aos
crioprotetores costuma ser feita gradualmente, em concentragdes progressivas e
com o0 minimo necessario de concentracdo e tempo de exposicao.

Dentre os crioprotetores penetrantes mais utilizados estdo o etilenoglicol
(EG), dimetilsulféxido (DMSO), glicerol, metanol, butanodiol e propanodiol. Estes
atravessam as membranas celulares e possuem propriedades coligativas e
ligantes com a agua, reduzindo o seu ponto crioscépico intracelular (HOLT, 2000),
e prevenindo assim a formacdo de gelo e dando mais tempo para ocorrer a
desidratacdo da célula antes da cristalizacdo (SHAW E JONES, 2003). Além
disso, estabilizam proteinas intracelulares e diminuem o impacto de eletrélitos
intra e extracelulares (IUSSIG et al., 2019).

Os crioprotetores nao-penetrantes, no geral menos citotoxicos, s&o
moléculas maiores como o0s acUcares (sacarose, lactose, trealose, manitol),
albumina e polimeros de alto peso molecular. Atuam por mecanismo osmaotico,

controlando o processo de desidratacéo e reidratacdo e evitando a formacao de



grandes cristais de gelo no interior das células (NIEMANN, 1991). Os
crioprotetores aumentam a viscosidade do meio, facilitando a entrada no estado
vitreo bem como estabilizando a membrana plasmatica também por ligacdes de
hidrogénio (YONG et al., 2020) e criando um gradiente osmotico para induzir a
entrada e saida de agua na célula (IUSSIG et al., 2019). Além do papel no
equilibrio osmotico, os crioprotetores nao-penetrantes também possibilitam a
diminuicdo da quantidade de crioprotetores penetrantes, que normalmente séo
mais toxicos se comparados com 0s nao-penetrantes. Assim, a associa¢cdo dos
dois tipos de crioprotetores permite menor citotoxicidade da solugcdo de
criopreservacdo (CHANG E ZAO, 2021).

1.4.2 Métodos de criopreservacao

Um dos principais métodos de criopreservacdo € a congelacao lenta (ou
convencional), que envolve taxas de resfriamento graduais, em torno de 0,5
°C/min, a depender do tamanho e permeabilidade celular. Para garantir essa
curva gradual e controlada, o método requer o uso de aparelhos de resfriamento e
um periodo relativamente longo entre a exposicdo das células aos crioprotetores
e 0 armazenamento da amostra no NoL (cerca de 2 h). Apesar de requerer
concentragbes relativamente baixas de crioprotetores, este meétodo esta
fortemente associado a formacao de cristais de gelo durante o congelamento.

Normalmente, a exposicdo das células a uma solugcdo contendo
crioprotetores causa a difusao inicial de agua do interior da célula para o meio
extracelular até o equilibrio das pressfes osmoticas intra e extracelular.
Concomitantemente a essa difusdo, também ocorre a difusdo dos crioprotetores
gue se encontram em maior concentracdo no meio extracelular para o meio
intracelular (PEGG, 2007). Assim, o sucesso do congelamento de qualquer célula
depende do controle do processo de desidratacdo e da formacgéo de cristais de
gelo. Esses aspectos sao controlados pela taxa de resfriamento que varia de
acordo com o tipo e tamanho da célula, espécie e a permeabilidade da membrana
(DENNISON et al., 2000; MAZUR, 2004; PEGG, 2015).

Para superar essas limitacdes associadas aos efeitos da solucdo e formacgao
de cristais de gelo durante a congelacéo lenta, o método de vitrificacdo tem sido
amplamente utilizado para criopreservacao de células e tecidos (PEGG, 2015). A



vitrificacdo utiliza alta concentracdo de crioprotetores e queda brusca/rapida na
temperatura (> 25000° C/min), para preservar as amostras. Desta forma, o liquido
presente na célula ou tecido é convertido em um sélido amorfo semelhante a vidro
(vitreo), sem a cristalizacdo, prevenindo, assim, as células dos efeitos deletérios
dos cristais de gelo. Isso € possivel utilizando alta concentracdo de crioprotetores,
curva de resfriamento ultra-rapida, e baixo volume de solucédo (ARAV E NATAN,
2019). Porém, a adocédo de altas concentracdes de crioprotetores pode causar
lesBes de toxicidade nas células (SARAGUSTY E ARAV, 2011).

Por ser mais simples, rapida e ndo precisar de equipamentos, a vitrificacao &
considerada mais acessivel e de facil execucdo a campo, o que € a realidade
muitas vezes da conservacdo animal (SANTOS et al., 2010). Normalmente, a
vitrificacdo envolve uma primeira etapa de exposicdo da amostra a solucdo de
equilibrio, contendo crioprotetores, e posterior exposi¢do a solucao de vitrificacao,
contendo maior concentracdo de crioprotetores. Dentro de pouco tempo (até 1
min) de exposicdo a solucdo de vitrificacdo, a amostra deve ser transferida para
um dispositivo de vitrificagdo em pequeno volume (até 1 pL) e mergulhado em
N2L (DE MUNCK E VAJTA, 2017). O aquecimento de amostras vitrificadas é feito
de maneira rpida, submergindo o dispositivo em solucdo de aquecimento
contendo crioprotetores nao-penetrantes, para evitar o choque osmaético e a
recristalizacdo. Posteriormente, a amostra € lavada em concentracdes
decrescentes de crioprotetores n&o-penetrantes no intuito de remover o0s
crioprotetores da vitrificagao.

Na vitrificagdo, quanto menor a concentragao de crioprotetores, maior deve
ser a taxa de resfriamento (e vice-versa) (VAJTA et al.,, 2015). Como os
crioprotetores podem ser toxicos em altas concentracdes, o ideal é utilizar as mais
baixas concentracbes possiveis e promover taxa de resfriamento mais rpida.
Nesse sentido, os dispositivos de vitrificacdo foram desenvolvidos a medida que o
método foi se consolidando para facilitar as propriedades necessarias para uma
vitrificacdo eficiente, isto €, servir de suporte fisico as amostras biologicas
enquanto permitem pouco volume e uma taxa de resfriamento ultra-rapida.
Diversos dispositivos de vitrificagdo podem ser utilizados, existindo os abertos e
os fechados. Os abertos possibilitam obter taxas de resfriamento aceleradas,
porém tém a desvantagem de as amostras entrarem em contato direto com o NaL,

0 que pode teoricamente transmitir patdogenos. Os fechados, ao evitar o contato
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com o NzL, tém a desvantagem de diminuir a taxa de resfriamento, por diminuir a
condutividade de calor entre agente resfriante (N2L) e amostra, potencialmente
prejudicando os resultados do método (VAJTA et al., 2015). Dentre os dispositivos
abertos estdo as OPS (open pulled straws), os loops (Cryoloop), as fitas de
polietileno (Cryotop e Cryoleaf) e as ponteiras (Miniflex). Atualmente, o dispositivo
mais utilizado é o Cryotop, que € uma fita de 0,1 mm ligada a um cabo de plastico
e pode ser protegida por um tubo de plastico que cobre a parte da fita para evitar
danos mecanicos durante o armazenamento. Além de ser um dispositivo aberto,
permite a utilizagdo de volumes minimos e esta associado a boa eficiéncia e
excelentes resultados na vitrificacdo de odcitos (ANTINORI et al., 2007; MORATO
et al., 2008) e embrides (LIN et al., 2010).

A criopreservacgdo de embrides produzidos in vivo ou in vitro € uma realidade
na clinica humana, feita rotineiramente e com sucesso (RIENZI et al., 2018), bem
como em camundongos, especialmente na pesquisa experimental (TAKETSURU
et al., 2021). Em espécies animais de interesse pecuario como bovinos, suinos e
ovinos também esta bem estabelecida (ALMINANA E CUELLO, 2018). Em
felinos, a criopreservacado de embrides ainda obtém taxas menos eficientes que
outras espécies, contudo, ambos os métodos de congelamento lento e vitrificagcao
foram demonstradas ser aplicaveis aos embrides felinos (MOKROUSOVA et al.,
2020).

Em contrapartida, a criopreservacdo de gametas é mais importante porque
permite 0 armazenamento destas células em momentos diferentes, mesmo na
auséncia da possibilidade imediata de sua utilizagdo, garantindo uma reserva de
patriménio genético disponivel para uso posterior em condicBes favoraveis. A
criopreservacdo de espermatozoides é feita principalmente com o método de
congelamento lento, com resultados satisfatorios em bovinos (UGUR et al., 2019)
e humanos (TAO et al., 2020), enquanto em outras espécies ainda precisam
evoluir, como em felinos domésticos (LUVONI, 2006). Com relacdo ao gameta
feminino, a vitrificacdo € o método de escolha para criopreservacdo de odcitos
humanos (RIENZI et al.,, 2017). Em bovinos e outros mamiferos, ambos os
métodos apresentam suas limitac6es e vantagens, e a escolha ainda depende de
outros fatores (MOGAS, 2019). Na maioria das espécies, no entanto, o método de
vitrificacdo de odcitos ainda € um desafio. Diversas razbes justificam os

resultados pouco eficientes.
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1.5 CRIOPRESERVACAO DE OOCITOS

A vitrificacdo pode ser realizada em odcitos imaturos (recuperados
diretamente dos foliculos ovarianos) ou apds a maturacao, normalmente in vitro.
O material genético no estado de vesicula germinativa (VG), em odécitos imaturos,
€ mais resistente ao processo de criopreservacéo, quando comparado ao material
genético de od0citos no estagio de placa metafasica (LUVONI, 2012; LEE E
COMIZZOLI, 2019). Como desvantagem, apresenta a maior dependéncia de
células de cumulus para suas competéncias fisiolégicas (KOPEIKA et al., 2015).
Além disso, no contexto da conservacdo animal, a vitrificacdo de odcitos imaturos
pode ser realizada diretamente a campo, sem necessidade de um laboratério
equipado para realizacdo de MIV prévia.

Comparativamente aos espermatozoides e outros tipos celulares, os odcitos
sdo mais sensiveis ao resfriamento e a lesdes criogénicas. As razdes para tais
vulnerabilidades s&o principalmente seu grande tamanho, alto teor de agua e
lipidios, 0 que os tornam os sistemas bioldgicos mais desafiadores para serem
congelados com sucesso. Odcitos tém baixa razdo area:volume em comparacao
com os espermatozoides (0,05 e 4,3, respectivamente; GILMORE et al., 1997) e
possuem grande quantidade de agua, necessitando assim de maior tempo para
atingir o equilibrio osmaético com os crioprotetores (FULLER E PAYNTER, 2004).
Além disso, possuem as células do cumulus ao redor, que dificultam a troca de
crioprotetores e agua entre o00cito e meio extracelular. Diferentemente de
espermatozoides e outros tipos celulares que apenas tém a membrana plasmatica
circundando a célula, od6citos e embrides sdo circundados pela ZP, camada
proteica que circunda a membrana plasmatica, bem como apresentam uma
estrutura intracelular delicada, com citoesqueleto sensivel as baixas
temperaturas. Além disso, a grande concentracao lipidica na maioria das espécies
animais, como a felina, também tem sido relacionada a uma possivel maior
dificuldade de criopreservacao devido a alteracdes fisicas sofridas pelos lipidios
em temperaturas abaixo de zero e a formacao de radicais livres (SEIDEL, 2006;
PEREIRA E MARQUES, 2008), bem como afetando a dindmica da desidratacao
celular (VISITIN et al., 2002)

Uma das principais consequéncias dos danos observados em odQcitos
vitrificados é a diminuicdo da sua qualidade morfoldgica. Quando analisados sob
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estereomicroscopio, o6citos  vitrificados-aquecidos sdo  muitas  vezes
heterogéneos, com extensa vacuolizacéo, disformes e por vezes até com rupturas
na ZP. Porém, mesmo em odcitos considerados viaveis em estereomicroscoépio,
ocorrem danos estruturais imperceptiveis, como, por exemplo, no citoesqueleto,

na membrana plasmatica e em juncdes intercelulares.

1.5.1 Danos estruturais provocados pela criopreservacao

Os principais responsaveis pelos danos as células durante a criopreservacao
pelo congelamento lento séo os cristais de gelo, que geram lesdes criogénicas em
estruturas celulares sensiveis. No caso da vitrificacdo, essas lesfes estdo mais
relacionadas a recristalizacdo e a alta concentragcdo de crioprotetores, cuja
toxicidade também pode afetar o funcionamento adequado de organelas e de
processos fisiologicos celulares. A desidratacdo e 0 estresse osmotico do
processo, da mesma maneira podem romper e lesar estruturas como a membrana
plasmatica e a ZP. As alteracbes de temperatura e pH podem desnaturar
proteinas que sao fundamentais para o bom funcionamento celular e ativar
cascatas de estresse e até morte celular. Outro ponto é a prépria diminuicdo da
temperatura que pode levar a injlrias causadas pelas baixas temperaturas em
estruturas sensiveis, como a membrana plasmatica e o citoesqueleto (IUSSIG et
al., 2019). Esta sensibilidade da membrana tem sido associada a sua composi¢ao
lipidica (ARAV E ZVI, 2008). Durante o resfriamento, a membrana fosfolipidica
passa por uma fase de transicao lipidica na qual os acidos graxos se alteram
entre o estado liquido e sélido, visto que nem todos tém a mesma temperatura de
transicdo, interferindo com a funcdo da membrana, levando a vazamento de ions
e morte celular (SHAW E JONES, 2003; ARAV E ZVI, 2008).

O citoesqueleto, composto de microfilamentos, formados por polimeros de
actina, de microtubulos de alfa e beta tubulina e de filamentos intermediarios, é
uma das estruturas sensiveis as lesdes criogénicas. O fuso meidtico de odcitos
maturados, composto por microtibulos, é sensivel ao resfriamento, as alteracfes
de pH, a pressdo osmatica, ao estresse oxidativo, portanto a vitrificacdo pode
gerar despolimerizacdo da tubulina (AMBROSINI et al., 2006; WU et al., 2006).
Este dano pode gerar anormalidades cromossomicas, devido ao
comprometimento da capacidade de extrusdo do segundo corpusculo polar ou
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distribuicdo desigual de cromossomos, levando a casos de aneuploidias. Ao
vitrificar o0citos imaturos, evitam-se os danos que seriam causados ao fuso
meidtico sensivel em estagio de MIl. Porém, mesmo a vitrificagdo de odcitos em
estado de VG pode causar danos a progressao meiotica que ainda nao ocorreu e
gue também dependera do citoesqueleto para formacdo do fuso, extrusdo do
corpusculo polar e movimentacdo de organelas durante a maturacdo (WU et al.,
2006; LOPEZ et al., 2021).

Assim como o citoesqueleto, a propria membrana plasmatica € sensivel a
alteracbes de pH e osmolaridade. A vitrificagcdo pode resultar em rupturas de
membrana, bem como de ZP. Além disso, em algumas espécies, observa-se apds
a vitrificacdo o endurecimento precoce da ZP (MAVRIDES E MORROLL, 2005) e
a modificacdo de sua configuracdo de carboidratos e estrutura proteica
(RUSCIANO et al., 2017). A vitrificacdo e a exposi¢do aos crioprotetores pode
induzir a exocitose prematura de granulos corticais, que induzem ao
endurecimento da ZP, evento fisiologico que ocorre apds a fecundacéo para evitar
a entrada de mais de um espermatozoide por odécito. Quando ocorre
prematuramente, afeta a capacidade do odécito de ser fertilizado posteriormente,
prejudicando as taxas de fertilizacdo e clivagem na producdo de embrides com
odcitos vitrificados. No entanto, isso ndo tem sido observado na criopreservacao
de odcitos felinos, tendo em vista que a taxa de fertilizacdo de odcitos vitrificados
se mostrou semelhante a néo vitrificados (COLOMBO et al., 2020). Além disso, a
vitrificacdo afeta as células do cumulus, provocando lise e danos, bem como
interrompendo ligagbes entre oocito e cumulus (DIEZ et al., 2005; BOGLIOLO et
al., 2007; LUCIANO et al., 2009), o que ocorre normalmente durante a maturacao,
porém quando ocorre prematuramente em odécitos imaturos bloqueia a
comunicacao essencial para a retomada da meiose.

Dentre as organelas mais afetadas pelos danos da vitrificagdo estdo as
mitocéndrias, a grande provedora de energia celular, alteradas em distribuicéo,
grau de agregacdo e atividade (YAN et al., 2010; SOWINSKA et al., 2017). O
aumento do metabolismo oxidativo devido a disfungdo mitocondrial gera aumento
do nivel de espécies reativas de oxigénio (EROS), diminuem a quantidade de
ATP celular e consomem glutationa (GSH) e enzimas antioxidantes. EROs séo
formados durante a respiracdo celular normal e sdo importantes para o

funcionamento celular, tendo papel sinalizador em diversas cascatas. Porém,
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guando ha perda da homeostase do estado redox, isto €, desequilibrio entre os
niveis de EROS e as defesas antioxidantes das células, ha estresse oxidativo
(SOMFAI et al.,, 2007). O estresse oxidativo pode causar a desnaturacdo de
proteinas e lipidios celulares, bem como afetar o DNA celular, levando a necrose,
apoptose e morte celular (TATONE et al., 2010). Sendo assim, o uso de
antioxidantes durante a vitrificacdo mostrou resultados favoraveis em varias
espécies (SPRICIGO et al., 2017; XIANG et al., 2021; ZHUAN et al., 2022).

1.5.2 Indicadores de competéncia oocitéria

Além dos danos estruturais, a fragmentacdo de DNA e a ativagdo de
cascatas apoptoéticas fazem com que a vitrificagdo também possa resultar muitas
vezes em morte celular (LIANG et al., 2016; COLOMBO et al., 2020). Por meio de
certos marcadores celulares, é possivel inferir o status do o0cito em relacdo a sua
capacidade de lidar com o estresse e se desenvolver adequadamente. Uma das
maneiras de verificar esses marcadores é por meio da analise da expresséo
génica por meio de PCR quantitativo (QPCR), que pode refletir a competéncia do
odcito frente ao estresse e em relacdo ao seu potencial de desenvolvimento apos
a vitrificagdo (BARBERET et al., 2020).

As células possuem sistemas antioxidantes capazes de combater 0 excesso
de EROS, principalmente pela GSH e enzimas como a catalase, superéxido
dismutase e glutationa peroxidase. Dentre essas, as peroxiredoxinas (PRDX)
exercem um papel significativo na defesa antioxidante, regulacdo metabdlica e
diferenciacao celular, bem como foram demonstradas serem importantes para a
maturacdo de odcitos de camundongos (HOFMANN et al., 2002; JEON et al.,
2017). A vitrificagdo, ao alterar o status metabdlico e oxidativo da célula, pode
influenciar os niveis de PRDX1, como num estudo em embrides em que a
vitrificagcdo diminuiu a expressdo génica de PRDX1 em comparacdo com
embrides frescos (SARAIVA et al.,, 2018). Similarmente, as chaperonas heat
shock proteins (HSPs) sao importantes sinalizadoras de estresse celular,
principalmente térmico. Elas atuam em diversos tipos celulares, prevenindo a
desnaturacdo das proteinas (CHRISTIANS et al.,, 2003). Na criopreservacao,
devido a grande flutuacdo térmica, o Hsp 70 kilodalton (HSP70) aumenta em
grupos de odcitos vitrificados em comparacdo com frescos (SHAHEDI et al.,
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2017).

As sirtuinas (SIRT) sdo uma familia de proteinas nicotinamida adenina
dinucleotidio (NAD+)-dependentes com acdo de desacetilase. Elas funcionam
como um sensor do estado metabdlico e oxidativo da célula (MICHAN E
SINCLAIR, 2007). Utilizando proteinas como substrato, fazem modificagbes pos-
traducionais e alteram sua funcdo de acordo com o estado da célula, ativando
cascatas de sinalizacdo. O resveratrol, um poderoso antioxidante encontrado em
diversos alimentos, especialmente em uvas, conhecidamente ativa, a SIRT1 e
melhora a funcdo mitocondrial. Também possuem papel na foliculogénese e na
remodelacdo da cromatina durante todo o processo de maturacdo nuclear
(TATONE et al., 2018). A SIRT1 esta relacionada a foliculogénese e a resposta
transcricional ao estresse oxidativo. E uma desacetilase majoritariamente nuclear,
e a sua inibicdo em camundongos gerou aumento de EROs, alteragdo do padrao
da cromatina e da meiose (DI-EMIDIO et al., 2014). A SIRT3 é uma desacetilase
mitocondrial, atuando em enzimas mitocondriais para diminuir os danos a mesma
e consequentemente os niveis de EROS, e parece ter papel importante na
fertilizac@o e desenvolvimento embrionario (TATONE et al., 2015).

O desenvolvimento folicular e oocitdrio € um processo complexo, que
depende da comunicacdo de diversos sinais e fatores entre o oécito e as células
somaticas. A familia do fator de crescimento transformador beta (do inglés
transformation growth factor beta, TGFB) esta intimamente relacionada a esse
processo. Nessa familia estdo presentes o proprio TGF, inibinas, ativinas,
hormoénio anti-mulleriano, fatores de crescimento e diferenciacédo (do inglés
growth diferentiation factors, GDF) e proteinas morfogenéticas 6sseas (do inglés
bone morphogenetic proteins, BMPs). Dentre esses, se destacam o GDF9 e o
BMP15. Ambos sao ligados a proliferacdo celular, expressdao de hormdonios
esteroides, expansdo celular, maturacdo nuclear e citoplasmatica, de maneira
espécie-especifica. Sdo indicadores de qualidade do odécito e de competéncia
para o desenvolvimento (SANFINS et al., 2018). Em odcitos bovinos vitrificados,
GDF9 e BMP15 diminuiram sua expressao em relacao aos frescos (AZARI et al.,
2016).

O ZAR1 (do inglés zygote arrest 1) € um gene expresso em o06citos e é um
fator materno importante para o embrido durante a transicdo materno-zigotica

(WU et al., 2003). No entanto, foi identificado que a auséncia de ZAR1/2 também
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afeta a competéncia oocitaria a maturacédo, tendo funcdo também no proprio
oocito (RONG et al.,, 2019). A vitrificacdo de od6citos murinos aumentou a
expresséo de ZAR1 (JO et al., 2011). O uso de antioxidantes como a astaxantina
restaurou a expressao de BMP15, ZAR1 e GDF9 em odcitos frescos e vitrificados
de suinos (XIANG et al.,, 2021). Em gatos, o GDF9 foi identificado em foliculos
primordiais e antrais, porém seu receptor foi encontrado apenas em foliculos em
desenvolvimento inicial, sugerindo um papel importante nesta etapa (BRISTOL E
WOODRUFF, 2003). Porém, em outro estudo, sua influéncia na ativacao folicular
inicial foi insignificante (FUJIHARA et al.,, 2014) e seu papel em foliculos de

estagio avancado e na maturacao oocitaria de felinos ainda nao foi bem definido.

1.5.3 Criopreservacao de oocitos felinos

Curiosamente, Luciano et al. (2009) verificaram maiores danos oocitarios
apos vitrificagdo de odcitos felinos imaturos do que no congelamento lento, no
gue diz respeito a manutencdo da viabilidade de juncdes gap entre odcito e
cumulus e a taxas de maturacdo oocitaria. Este estudo utilizou o método de OPS
para a vitrificacdo, que ja foi amplamente demonstrado na literatura ser inferior
aos métodos mais modernos como o Cryotop (LIU et al., 2008; MORATO et al.,
2008) e utilizou altas concentracfes de crioprotetores. Como a vitrificagdo tem a
grande vantagem de ser mais facilmente aplicavel no contexto da conservacao
animal, pesquisadores tém focado na otimizacéo da vitrificacdo de odcitos felinos,
ainda deficiente, para permitir maiores possibilidades de sucesso (COLOMBO E
LUVONI, 2020). Além disso, a vitrificacdo de odOcitos em outras espécies resulta
em melhores taxas do que o congelamento lento, tendo substituido o
congelamento lento nos programas de reproducdo assistida em humanos (RIENZI
et al., 2017) e em animais, como bovinos e camundongos (HOCHI et al., 2021;
YAGOUB et al., 2022).

Mikolajewska et al. (2012) demonstraram que o estado meidtico antes da
vitrificacdo ndo afetou a taxa de sobrevivéncia poOs-aguecimento, nem a
estabilidade dos microtubulos e microfilamentos. No entanto, um estudo recente
demonstrou que, apesar do estado meidtico antes da vitrificagcdo nao ter afetado
as taxas de fertilizacdo e de morula, os odcitos imaturos vitrificados tiveram

significativo prejuizo nos parametros necessarios para injecao intracitoplasmética
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de espermatozoide em comparacdo com os vitrificados maturados e os frescos
(SOWINSKA et al.,, 2020). O estudo nao especificou quais parametros foram
considerados, mas 0s parametros que podem contraindicar a realizacdo da
injecdo sao localizacdo e formato alterados do fuso meiético ou estado meiotico
fora de MIl; a morfologia, cor e granulacéo do citoplasma; tamanho e granulos no
espaco perivitelinico e defeitos na ZP, como rupturas e deformacdes (LASIENE et
al., 2011). Portanto, tendo em vista que é necesséaria uma estrutura laboratorial
minima para realizar a MIV, ou ser necessaria estimulacdo hormonal nos animais
para maturacao in vivo, existe maior disponibilidade de odcitos imaturos (estado
de VG) do que maturados (estado de MIl), especialmente no contexto da
conservacdo animal. Portanto, em felinos, torna-se imprescindivel focar em
minimizar os danos decorrentes da vitrificacdo de odcitos imaturos.

Ja se obteve prenhez a partir de odcitos felinos imaturos vitrificados
(THARASANIT et al., 2011) e mesmo nascimento de filhotes a partir de odécitos
maturados vitrificados (POPE et al., 2012; GALIGUIS et al., 2014). No entanto, a
vitrificacdo de o0citos de gatas apresentam resultados extremamente baixos de
maturacdo e desenvolvimento embrionario, por isso nao ha um padrdo
metodoldgico utilizado no ambiente da pesquisa (LUVONI E COLOMBO, 2020).
Ainda ha um longo caminho a ser percorrido para otimizar a vitrificacdo de odcitos
felinos. Neste intuito, algumas estratégias para melhorar as taxas tém sido
propostas como a utilizacdo de diferentes protocolos (APPARICIO et al., 2012,
FERNANDEZ-GONZALES E JEWGENOW, 2016), técnicas prévias a vitrificacéo
como a polarizagdo mecéanica de lipidios (GALIGUIS et al.,, 2014) e a
compactacao prévia da VG (COMIZZOLI et al., 2009), bem como o0 uso de novos
dispositivos de vitrificagdo (NOWAK et al., 2020). Outra estratégia tem sido a
utilizacdo de substancias antes, durante ou apos a vitrificacdo, com potencial de
melhorar a capacidade de desenvolvimento do odécito, como a utilizagdo de
vesiculas extracelulares foliculares (FERRAZ et al., 2020), uso de inibidores de
cascatas de apoptose (ARAYATHAM et al., 2017; COLOMBO et al.,, 2020) e
adicdo de um peptideo sintético visando o bloqueio de canais entre odcito e
cumulus que podem ser abertos em situagbes de estresse como a vitrificacao
(SNOECK et al.,, 2018). Uma alternativa para melhorar a criorresisténcia de
oocitos felinos pode ser a utilizacdo de proteinas anticongelantes (antifreeze

proteins, AFPS).

18



1.6 PROTEINAS ANTICONGELANTES

As AFPs sdo encontradas em peixes, insetos, bactérias e outros seres que
vivem em temperaturas glaciais. Existem quatro grupos principais de AFP: AFGP
(glicoproteina), AFP I, AFP 1l e AFP Ill, que diferem por sua sequéncia de
aminoacidos e estrutura proteica, o que faz com que cada tipo apresente
dominios e afinidades especificas (JIA E DAVIES, 2002).

As AFPs foram descobertas na década de 60 e atrairam o interesse da
comunidade cientifica por suas propriedades particulares. Elas possuem a
propriedade de se ligar a cristais de gelo, fazendo parte de um grupo de proteinas
chamadas ice binding proteins (IBPs). Com isto, sdo capazes de inibir seu
crescimento e alterar sua morfologia (BAR-DOLEV et al., 2012). Esta capacidade
de se ligar aos cristais promove histerese térmica, isto é, cria um intervalo entre o
ponto de fusdo e de congelamento, diminuindo consequentemente a formacao e o
crescimento de cristais (KIM et al, 2017). As AFPs também inibem a
recristalizacdo, que é a coalescéncia de pequenos cristais formando grandes
cristais de gelo, que podem causar danos mecanicos, fenbmeno muito comum
durante o aquecimento (GRUNEBERG et al., 2021). Além disso, interagem com
membranas bioldgicas promovendo sua estabilizacdo (O’NEIL et al., 1998). O
efeito da AFP esta relacionado ao tipo e a concentracdo de AFP utilizada, sendo
gue em concentracdes altas elas podem ser danosas, possivelmente por alterar a
forma dos cristais de gelo (RAHMAN et al, 2019). Essas propriedades
despertaram o interesse de pesquisadores que, a partir de sua identificacéo e
iIsolamento, passaram a aplicar essas propriedades em diversas funcoes,
inclusive na criopreservacdo de células e tecidos, sendo utilizadas com sucesso
na criopreservacao de espermatozoides (CORREIA et al.,, 2020) e embribes
(IDETA et al, 2015) de diferentes espécies. Em odcitos, especificamente
vitrificados, ja foi utilizada em suinos, murinos e bovinos (ARAV et al., 1993;
CHAVES et al., 2014; WEN et al., 2014). Além disso, tem sido explorado seu uso
na industria alimenticia, na aviacdo, nas estradas, entre outras diversas
possibilidades de aproveitamento de suas propriedades.

Existem trés grupos de IBPs: as proteinas nucleadoras de gelo (ice-
nucleating proteins), as proteinas anticongelantes (AFPs) e as proteinas
inibidoras da recristalizacédo (ice recrystallization inhibition proteins). As duas
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primeiras atuam em mecanismos opostos, jA que as primeiras controlam
diretamente a formacdo dos cristais e as segundas diminuem o ponto de
congelamento do meio para evitar os mesmos. J& o terceiro grupo se diferenciam
das AFPs por ndo possuirem atividade de histerese térmica significativa, mas ter
capacidade de inibir a recristalizacdo (GHARIB et al., 2022).

O efeito benéfico da AFP na vitrificacdo estd associado principalmente as
propriedades como estabilizacdo de membranas, protecdo contra crioinjdrias e
inibicdo da recristalizagdo (WEN et al., 2014). Em suinos, a adi¢do de AFP teve
efeito positivo na taxa de sobrevivéncia de od0citos Vvitrificados, o que foi
relacionado a sua capacidade de estabilizar e proteger a membrana celular
(ARAV et al.,, 1993). Jo et al. (2012) verificaram que o uso de AFP Il na
vitrificacdo de od6citos murinos imaturos teve efeito positivo na formacéo do fuso e
na integridade da membrana celular. Em outro estudo em murinos, a adi¢éo de
crioprotetores foi feita em temperatura ambiente ou 2 a 4 °C e demonstrou que a
exposicao aos crioprotetores em temperaturas baixas melhorou a viabilidade pés
vitrificagdo (O’'NEIL et al., 1998). O uso de AFP na vitrificacdo de odcitos modulou
a expressdo de genes, mantendo niveis semelhantes aos frescos principalmente
de transcritos relacionados a montagem e manutencéo do fuso meiotico, estrutura
da ZP e alguns genes maternos, inclusive ZAR1 (JO et al., 2011; Jo et al., 2012;
WEN et al., 2014). Wen et al. (2014) também demonstraram que a utilizagdo de
AFP na vitrificacdo de od6citos murinos promoveu a estabilizacdo de
microfilamentos, bem como a sobrevivéncia, fertilizagdo e desenvolvimento
embrionério. Em odcitos bovinos o uso da AFP resultou em diminuicdo de fatores
apoptoticos, protecdo ao citoesqueleto, distribuicdo normal de mitocondrias e
diminuiu a concentracdo de EROs (LIANG et al.,, 2016). Na espécie felina,
inibidores da recristalizacdo derivados de gluconamida foram utilizados para
criopreservacdo de tecidos gonadais e de odcitos (ROWLISON et al., 2022),
porém sem vantagens claras na sua utilizacdo. O uso de AFPs néo foi relatado na
espécie felina até entéo.

Tendo em vista as vantagens promovidas pelo uso da AFP na vitrificacao de
oocitos de outras espécies, acredita-se que o uso de AFPs na vitrificacdo de
odcitos felinos poderia ser vantajoso, diminuindo os danos estruturais decorrentes

do método e assim, aumentando a viabilidade destes gametas.
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2. OBJETIVO GERAL

Determinar o efeito de diferentes concentragcbes de AFP | na vitrificacdo de

COCs imaturos de gatas domésticas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito de diferentes concentragdes de AFP | na solugéo de
vitrificacdo de COCs imaturos de gatas domésticas na(0):
2.1.1 Qualidade morfolégica apés o aquecimento;
2.1.2 Integridade de actina apés o aquecimento;
2.1.3 Atividade mitocondrial apds o aquecimento;
2.1.4 Nivel de EROs e GSH ap6s o aguecimento;
2.1.5 Expressao de genes relacionados a competéncia oocitaria e estresse

celular apés o aquecimento.
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3. METODOLOGIA
3.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Foram utilizados COCs em trés sessdes provenientes de cerca de 18
ovarios de gatas obtidos em campanhas de ovariosalpingohisterectomia. Foram
distribuidos aleatoriamente 171 COCs grau | e Il em trés grupos e submetidos a
vitrificagdo com 0 puM (controle, G0), 0,15 pM, (G0,5) ou 3,0 uM (G1) de AFP I. No
experimento |, foram vitrificados 45 COCs (n=15/grupo) e ap0s aquecimento
foram destinados a analises biomoleculares, junto com COCs frescos (GF). No
experimento I, foram vitrificados 30 COCs por grupo e pos-aquecimento foram
destinados as analises de atividade mitocondrial, niveis de EROs e GSH e
integridade de actina. As mesmas analises foram realizadas em COCs frescos
(n=61). O numero de COCs utilizado para cada analise realizada esta descrito na
Tabela 1.

Tabela 1. Nomero de complexos-cumulus odcitos imaturos de gatas domésticas frescos

e vitrificados com e sem AFP | de cada grupo experimental utilizado em cada analise.

_ Expresséao
Morfologia . Total
génica
Integridade de Atividade EROS/
. : : Total

actina mitocondrial GSH**
GF* 10 11 11 46 15 61
GO* 12 10 10 41 15 56
GO0,5* 11 10 12 40 15 55
G1* 12 11 12 45 15 60

*Grupos experimentais: GF: controle fresco; GO: 0,0 pug/mL; G0,5: 0,5 pg/mL; e G1: 1,0
pg/mL de AFP |

** ERQOs: espécies reativas de oxigénio. GSH: glutationa

3.2 RECUPERACAO E CLASSIFICACAO DE COMPLEXOS
CUMULUS-OOCITOS

Ovérios foram obtidos em diferentes campanhas de
ovariosalpingohisterectomia eletiva e foram mantidos em solucdo salina a 4 °C

durante o transporte por no méaximo 4 h até a recuperacdo dos COCs
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(WLODARCZYK et al., 2009). Os ovarios foram obtidos apenas de gatas apés a
puberdade (acima de oito meses), ndo-prenhes e saudaveis. Apos chegada ao
laboratério, os ovérios foram lavados em solucao salina e fatiados com auxilio de
lamina de bisturi, lavados novamente com solucdo tampéo (phosphate-buffered
saline, PBS) com 0,1% A&lcool poliviniico e 100 pg/mL de solucdo
antibiotica/antimicética, e o conteudo recuperado em uma placa de Petri de
60 mm. Este contetdo foi observado sob estereomicroscopio para localizagcédo e
selecdo dos COCs. Os COCs s6 foram utilizados nos experimentos quando
apresentaram citoplasma escuro, homogéneo e no minimo duas camadas de

células do cumulus, classificados como grau | e [ (WOOD E WILDT, 1997).

3.3 VITRIFICACAO

Os COCs foram vitrificados pelo método Cryotop (Kitazato, Japdo) segundo
Colombo e Luvoni (2020). Grupos de dois odcitos foram equilibrados por 15 min
numa solucédo de equilibrio de TCM-199 contendo 7,5% EG e 7,5% DMSO com
20% de soro fetal bovino, contendo ou ndo AFP | (dependendo do grupo
experimental). Depois foram transferidos para a solucéo de vitrificacdo, composta
de TCM-199 contendo 15% EG, 15% DMSO e 0,5 M sacarose com 20% de soro
fetal bovino, contendo ou ndo AFP I, e colocados sobre a fita do Cryotop num
volume de 0,3 pL. Dentro de 90 s na solucao de vitrificacdo, a fita foi imersa em
N2L.

3.4 AQUECIMENTO

Ap6s no minimo sete dias de armazenamento em NzL, o dispositivo foi
imerso na solucdo de aquecimento (TCM-199 contendo 1 M sacarose com 20%
SFB), a 37 °C por 1 min. Os odcitos vitrificados foram recuperados deste meio e
transferidos para uma solugcdo de TCM-199 contendo 0,5 M de sacarose, com
20% de soro fetal bovino, a 37 °C por 3 min, e depois por 5 min na solugdo sem
sacarose. Apos este periodo, foram lavados na mesma solucao final e incubados,
na mesma solucao a 38 °C, por 2:30 h, antes das posteriores analises. Os COCs

frescos (néo vitrificados) também foram incubados no mesmo processo.
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3.5 QUALIDADE MORFOLOGICA POS-AQUECIMENTO

Apés o periodo de incubacdo, os COCs de cada grupo foram analisados
morfologicamente sob estereomicroscopio e classificados em graus (WOOD e
WILDT, 1997). Os COCs apresentando citoplasma escuro, homogéneo e com
camadas compactas de células do cumulus foram considerados como COCs de
boa qualidade, considerados grau | e Il. Os COCs com morfologia irregular,
ruptura de ZP, sinais de degeneracdo citoplasméatica e nas células do cumulus
foram considerados anormais e foram descartados (APPARICCIO et al., 2012).
Todos os COCs aparentemente viaveis foram utilizados a fresco ou fixados para
as analises de microscopia de fluorescéncia, ou congelados a seco para biologia

molecular.

3.6 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Apés o aguecimento, os COCs foram lavados em PBS com 0,1% de
soroalbumina bovina (BSA), desnudos com auxilio de hialuronidase e incubados
com as respectivas sondas de cada andlise. As analises foram feitas sob
microscoépio de fluorescéncia (Nikon Eclipse Ci, Nikon 912 Corporation, Tokyo,
JP). Imagens foram capturadas para posterior analise de intensidade de
fluorescéncia pelo software ZEN 3.6 Blue Edition 32 (ZEISS Microscopy,
Alemanha). As imagens foram convertidas para escala de cinza e tiveram a
intensidade ajustada subtraindo a média da intensidade, do fundo do resultado
final. Cada odcito foi medido (d&rea em pm?2) e teve sua média da intensidade
calculada (arbitrary units, A.U.), obtendo a intensidade por éarea (A.U./um?)
(PASCHOAL et al., 2017).

3.6.1 Integridade de actina

Os odcitos foram fixados em PBS com 0,1% BSA, 0,5% Triton X 100 e 2%
de paraformaldeido por 30 min, a 38,5° C. Transcorrido este tempo, foram
lavados e incubados com PBS com 0,1% BSA contendo Alexa Fluor 350
Phalloidin (Invitrogen, Waltham, MA, USA) por 20 min, a 38,5° C. Em seguida,
foram colocados em |amina coberta com laminula e avaliados. Os odcitos foram

classificados como intactos quando corados em azul (Figura 1) e danificados
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guando ndo estavam corados (actina desfosforilada), sendo contabilizada a

porcentagem de odcitos integros por grupo (LEAL et al., 2020).

Figura 1. Odcitos imaturos de gatas domeésticas exibindo actina danificada (A, nao
corado) e padrao integro de actina (B, corado em azul) apés incubac¢do com Alexa Fluor
350 Phalloidin.

*Objetiva de 10x.
3.6.2Atividade mitocondrial

A andlise da atividade mitocondrial foi adaptada de Gutnisky et al. (2020).
Apés 0 aquecimento, os odcitos foram incubados a 38,5 °C, por 30 min, com
0,5 nM de MitoTracker Green FM (Invitrogen, Waltham, MA, USA), em PBS com
0,1% BSA. Transcorrido este tempo, foram lavados e colocados entre lamina e
laminula e avaliados no microscopio de epifluorescéncia conforme descrito

anteriormente.

3.6.3 Espécies reativas de oxigénio (EROs) e glutationa (GSH)

Odcitos foram incubados em uma gota de 100 puL de PBS com 0,1% BSA
contendo 10 pM de H2DCFDA (2',7- 932 dichlorodihydrofuorescein diacetate;
Invitrogen, Waltham, MA, USA) para deteccdo de EROs (verde), e 10 uM de
CellTracker Blue CMF2HC (4-chloromethyl-6,8-difluoro-7-hydroxycoumarin;
Invitrogen, Waltham, MA, USA) para deteccdo de GSH (azul), por 30 min, a
38,5 °C, segundo Piras et al. (2018). Transcorrido o tempo, 0s o0d6citos foram
lavados e colocados entre lamina e laminula para avaliacdo no microscépio de

epifluorescéncia conforme descrito anteriormente (Figura 3).
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3.7 EXPRESSAO GENICA

A expressao dos genes HSP70, PRDX1, GDF9, ZAR1, BMP15, SIRT1 e
SIRTS3 foi avaliada por meio de PCR quantitativa (QPCR) associada a transcricdo
reversa (BATISTA et al., 2014).

3.7.1Extrac&o de RNA

O RNA total foi extraido de trés pools de cinco COCs de cada grupo, usando
o kit RneasyMicro Kit (Qiagen, Valencia, USA), conforme instrugdes do fabricante.
A quantificacdo do RNA extraido em cada pool foi feita em espectofotbmetro
(Nanodrop Lite, ThermoFisher Scientific, Wilmington, DE, USA).

3.7.2Transcricao reversa

A transcricdo reversa foi realizada utilizando a transcriptase reversa
SuperScript IV (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Ao RNA obtido foram adicionados
primers oligo-dT20, mistura de dNTP e agua Rnase-free. As amostras foram
incubadas a 65 °C por 5 min, seguido de 4°C por 3 min e da adicdo da
transcriptase reversa, RNaseOUT, DTT e tampao SuperScript IV RT. A
transcricdo reversa ocorreu em temperatura de 50 °C durante 10 min e
posteriormente a 80 °C, por 10 min para inativagdo das enzimas. Em seguida, as
amostras foram resfriadas a 4 °C por 1 min, e armazenadas a -20 °C até a

amplificacéo.

3.7.3Amplificacdo

As amostras de cDNA foram submetidas a amplificacdo por gPCR. Os
primers utilizados estdo descritos na Tabela 2. Estes foram adicionados nas
amostras de cDNA junto com FastStart Universal SYBR Green PCR Master Mix e

agua nuclease-free. Controles negativos foram obtidos sem adi¢cdo do cDNA.

A reacdo ocorreu no equipamento QuantStudio 3 (Applied Biosystems
Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA), a 50 °C, durante 2 min, 95 °C por
10 min, seguido por 40 ciclos de 95 °C durante 15 s, 60 °C durante 15 s e 60 °C

durante 30 s. Durante a extensao foram obtidos niveis de fluorescéncia e a
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reacdo teve sua especificidade conferida por meio da curva de melting. A
eficiéncia dos primers foi conferida pelo software LinRegPCR (RUIJTER E
RAMAKERS et al., 2003). A eficiéncia dos primers foi: 1,99 para YWHAZ (tyrosine
3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein zeta); 1,98
para ACTB (beta-actin); 1,96 para HSP70 (70 kilodalton heat shock protein); 1,97
para PRDX1 (peroxiredoxin-1); 1,97 para GDF9 (growth differentiation factor 9);
1,98 para ZAR1 (zygote arrest 1); 1,97 para BMP15 (bone morphogenetic protein
15); 1,99 para SIRT1 (sirtuin 1); e 2,00 para SIRT3 (sirtuin 3). Os valores de CT
foram comparados pelo software REST 2008 (LIVAK E SCHIMITTGEN, 2001),
apos a normalizacdo com os valores médios dos genes de referéncia (YWHAZ e
ACTB).
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Tabela 2. Sequéncias, tamanhos e referéncias dos primers utilizados para realiza¢do do
PCR em tempo real dos complexos cumulus-odcitos frescos e vitrificados com e sem

AFP I de gatas domésticas.
Tamanho
do _
Genes Sequéncias de primers (5°-3’) Referéncias
produto
(bp)
F: GAAGAGTCCTACAAAGACAG
YWHAZ CACGC 115 Filliers et al.,2012
R: AATTTTCCCCTCCTTCTCCTGC
F: GCCAACCGTGAGAAGATGACT Ishikawa et al.,
ACTB 128
R: CCCAGAGTCCATGACAATACCAG 2013

F: GGCATCGATGTCGAAGGTCA
HSP70 129 XM_019830386.3
R: ATCCAGGTGTACGAGGGTGA

F: CCCCACGGAGATCATTGCTT
PRDX1 181 XM_003990035.5
R: AATGGTACGCTTGGGGTCTG

GDE9 F: AGTTCAGATTGCAGCGGGTG 64 NM_001165900.
R: GATGTGAAGAGCCGAGCAGT 1
F: CATCCGATGGGAAAGTGCCT
ZAR1 241 XM_023252238.2
R: GCTGTCACAGGATAGGCGTT
F: GACAGCCCTCTAATGCCCTC NM 001165898.
BMP15 187 -
R: CCAATGGTGCGGTTCTCTCT 1
SIRTL F: CGCCTTGCAATAGACTTCCC Ishikawa et al.,
R: TGAATTTGTGACAGAGAGATGGTTG 145 2013
F: TGCTTCTGCGGCTCTACAC Ishikawa et al.,
SIRT3
R: TGTCTCCCCAAAGAACACGA 229 2013

*F. forward; R: reverse; YWHAZ: tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-
monooxygenase activation protein zeta; ACTB: beta-actin; HSP70: 70 kilodalton heat
shock protein; PRDX1: peroxiredoxin-1; GDF9: growth differentiation factor 9; ZAR1:
zygote arrest 1; BMP15, bone morphogenetic protein 15; SIRT1: sirtuin 1; SIRT3: sirtuin
3.
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

Todas as variaveis foram submetidas ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk e ao teste de homoscedasticidade de Levene. Os dados ndo parameétricos
(atividade mitocondrial, niveis de EROse GSH) foram submetidos ao teste de
Kruskal Wallis seguido de Dunn. Outras varidveis ndo paramétricas (integridade
de actina, qualidade morfolégica) foram avaliadas pelo teste Exato de Fisher ou
qui quadrado, dependendo do tipo de variavel. O software utilizado foi SPSS 25
Statistics Base (IBM), com intervalo de confianga de 95% e valor de P<0,05 como

significativo.
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4. RESULTADOS
4.1 QUALIDADE MORFOLOGICA POS-AQUECIMENTO

Os resultados da qualidade morfolégica pds-aguecimento dos COCs
vitrificados estdo descritos na Tabela 3. Os grupos vitrificados apresentaram
menor qualidade dos COCs grau | e Il do que o GF imediatamente apds o
aguecimento (P<0,05), sem diferenca significativa entre os grupos vitrificados. No
entanto, apos 2:30 h de cultivo in vitro, os COCs dos grupos vitrificados com AFP
apresentaram taxas similares ao controle fresco. O grupo vitrificado sem AFP teve
porcentagem de COCs grau | e Il significativamente inferior aos demais grupos
(P<0,05).

Tabela 3. Efeito da concentracdo de AFP na solucdo de vitrificacdo na qualidade

morfoloégica de complexos cumulus-o6citos imaturos vitrificados de gatas domésticas.

Oh 2:30 h
GF 100,0% (46/46)? 91,3% (42/46)?
GO 63,4% (26/41)° 56,1% (23/41)°
GO,5 77,5% (31/40)° 90,0% (36/40)?
Gl 66,7% (30/45)° 84,4% (38/45)?

Avaliacbes foram realizadas logo apds o aquecimento (0 h) e ap6s duas horas e meia
(2:30 h). Letras diferentes significam diferenca estatistica entre as linhas (P<0,05).
*Grupos experimentais: GF: controle fresco; GO: 0,0 pg/mL; G0,5: 0,5 pg/mL e G1: 1,0
png/mL de AFP |

4.1.1Integridade da actina
Os resultados da analise de integridade de actina estdo representados na
Tabela 4. O G1 apresentou mais odcitos com filamentos de actina integros, do

gue o grupo vitrificado sem adicdo de AFP (P<0,05).
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Tabela 4. Efeito da concentracdo de AFP na solucéo de vitrificacdo na integridade de

actina de odcitos imaturos vitrificados de gatas domésticas.

integros Lesados  Total %
GF 10 0 10 1002
GO 5 7 12 41,67°
GO0,5 7 4 11 63,632
Gl 11 1 12 91,672

Teste Exato de Fisher. Letras diferentes significam diferenca estatistica entre as linhas
(P<0,05).

*Grupos experimentais: GF: controle fresco; GO: 0,0 ug/mL; GO0,5: 0,5 pg/mL; e G1: 1,0
pHg/mL de AFP |

4.1.2 Atividade mitocondrial

Nao houve diferenca estatistica entre a atividade mitocondrial dos grupos
GF, GO e G0,5. Ja o G1 teve atividade mitocondrial significativamente menor que
os grupos GF e GO (P<0,05). Os resultados da analise de atividade mitocondrial

estéo ilustrados nas Figuras 2 e 3.

FRESCO GO G0,5 G1

Atividade
mitocondrial

Figura 2. Odcitos imaturos de gatas domésticas frescos e vitrificados com ou sem AFP |,
corados com MitoTracker Green para avaliagdo de nivel de atividade mitocondrial.
* Grupos experimentais: GO: 0,0 ug/mL; G0,5: 0,5 pg/mL; e G1: 1,0 ug/mL de AFP
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Figura 3. Efeito da concentragdo de AFP na solucdo de vitrificagdo na intensidade de
fluorescéncia/um?2 odcitos imaturos vitrificados de gatas domésticas corados com
MitoTracker Green, indicando atividade mitocondrial.

*Grupos experimentais: GF: controle fresco; GO: 0,0 pg/mL; G0,5: 0,5 pg/mL; e G1: 1,0
pg/mL de AFP

**|_etras diferentes significam diferenca estatistica entre os grupos (P<0,05).

4.1.3Espécies reativas de oxigénio (EROs) e glutationa (GSH)

Os grupos GF, GO e GO0,5 apresentaram niveis de EROs similares, enquanto
G1 teve niveis significativamente superiores que os demais grupos (P<0,05). Em
relacdo aos niveis de GSH, todos 0s grupos apresentaram menores niveis em
relagdo ao GF (P<0,05). A razdo EROs/GSH do GF foi significativamente
diferente do G0,5 e G1. O GO néo diferiu do GF nem dos outros grupos
vitrificados (P<0,05). Os resultados das andlises de EROs e GSH estao ilustrados

nas Figuras 4 e 5.
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Figura 4. Efeito da concentracdo de AFP na solucdo de vitrificacdo na intensidade de
fluorescéncia/um?2 odcitos imaturos vitrificados de gatas domésticas corados com
H2DCFDA e Cell Tracker Blue CMF2HC, indicando niveis intracelulares de espécies
reativas de oxigénio (EROSs) e glutationa (GSH), bem como a raz&o entre os dois valores.
*Grupos experimentais: GF: controle fresco; GO: 0,0 pug/mL; G0,5: 0,5 pg/mL; e G1: 1,0
png/mL de AFP |

**|_etras diferentes significam diferenca estatistica entre os grupos (P<0,05).
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Figura 5. Odcitos imaturos de gatas domésticas frescos e vitrificados com ou sem AFP |,
corados com H2DCFDA (2,7~ 932 dichlorodihydrofuorescein diacetate) e CellTracker
Blue CMF2HC (4-chloromethyl-6,8-difluoro-7-hydroxycoumarin) para mensuracdo de
niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio (verde) e glutationa (azul),
respectivamente.

* Grupos experimentais: GO: 0,0 ug/mL; G0,5: 0,5 pg/mL; e G1: 1,0 ug/mL de AFP |
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4.2 EXPRESSAO GENICA

O resultado da andlise da expressdo génica nos grupos avaliados esta
ilustrado na Figura 6. No GO e no GO0,5, todos os genes estavam down-regulados
em relacdo ao GF, com excecdo dos genes SIRT1 e SIRT3 no GO e SIRT3 no
GO0,5, que ndo apresentaram diferenca estatistica. J& o G1, ndo teve diferenca
estatistica nos niveis de expressdo génica em relagdo ao GF, com excec¢do dos
genes HSP70 e ZAR1 que estavam down-regulados e da SIRT3 que estava up-
regulada.

O GO néo teve diferenca estatistica em nenhum gene em relagdo ao GO,5,
e em relagdo ao G1 estava down-regulado nos genes GDF9, ZAR1 e BMP15. O
GO0,5 também esteve down-regulado em relacédo ao G1 nos genes PRDX1, GDF9,
ZAR1, BMP15, SIRT1 e SIRT3, somente ndo apresentando diferenca no gene
HSP70.
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Figura 6. Efeito da concentracdo de AFP na solucdo de vitrificacdo na expressao dos
genes HSP70, PRDX1, GDF9, ZAR1, BMP15, SIRT1 e SIRT3 de odcitos imaturos
vitrificados de gatas domésticas.

*Grupos experimentais: GF: controle fresco; GO: 0,0 pug/mL; G0,5: 0,5 pg/mL; e G1: 1,0
pg/mL de AFP |

**Expressao dos genes avaliados foi normalizada com genes de referéncia YWHAZ e
ACTB. Letras diferentes significam diferenca estatistica entre os grupos (P<0,05).
*»**YWHAZ: tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein
zeta; ACTB: beta-actin; HSP70: 70 kilodalton heat shock protein; PRDX1: peroxiredoxin-
1; GDF9: growth differentiation factor 9; ZAR1l: zygote arrest 1; BMP15: bone
morphogenetic protein 15; SIRT1: sirtuin 1; SIRT3: sirtuin 3.

35



5. DISCUSSAO

Nesta dissertagdo, COCs imaturos de gatas domésticas foram submetidos a
vitrificacdo utilizando diferentes concentragcbes de AFP |. De forma geral,
observou-se que apo6s 2:30 h do aquecimento, os COCs vitrificados com AFP
apresentaram qualidade morfolégica similar ao controle fresco e
significativamente superior ao grupo sem AFP, bem como maior nidmero de
oocitos com filamentos de actina integros do que o grupo vitrificado na auséncia
de AFP. Além disso, o0 G1 manteve seu perfil de expressao similar em relacéo ao
GF, com excecdo dos genes HSP70 e ZAR1 (diminuidos) e da SIRT3
(aumentada). No entanto, os grupos GF, GO e GO0,5 apresentaram niveis de
atividade mitocondrial, EROS e GSH intracelulares similares, enquanto G1 teve
maior nivel de EROS, bem como menores niveis de GSH e de atividade
mitocondrial do que os demais grupos. Trés conclusdes podem ser tomadas a
partir desses resultados. Primeiramente, a concentragdo de 1 pg/mL na solugéo
de vitrificacdo de COCs imaturos de gata domésticas melhora os aspectos
morfologicos e estruturais apos o aquecimento. Em segundo lugar, preserva a
expressao global de genes em comparacédo com os frescos. E por ultimo, afeta o
metabolismo oxidativo celular no momento e condicbes da avaliacdo deste
estudo.

Odcitos vitrificados frequentemente apresentam lesfes aparentes como
ruptura de ZP, membrana plasmatica ou degeneracéo citoplasmatica. A avaliacao
morfologica dos COCs € uma maneira empirica de avaliar o efeito da vitrificacdo
na auséncia da possibilidade de uso de corantes vitais (APARICCIO et al., 2012).
Neste estudo, COCs imaturos de gatas domésticas vitrificados utilizando AFP |
apresentaram boa qualidade morfologica 2:30 h apés o aquecimento. O nimero
de COCs dos grupos suplementados com AFP foram significativamente maiores
do que do grupo nao suplementado, e similares ao grupo controle fresco. O
aumento da viabilidade de oécitos e embrides vitrificados com suplementacéo de
AFP ja foi bem caracterizado em outras espécies (LEE et al., 2015; LIANG et al.,
2016; SUN et al.,, 2020). Provavelmente, a propriedade da AFP de se ligar a
membranas celulares, promovendo sua estabilizagdo durante a exposicdo a
baixas temperaturas favoreceu a melhor qualidade morfoldégica aparente nos
grupos vitrificados (TOMCZAK et al., 2002; JO et al., 2011).
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A suplementacdo de AFP | promoveu um efeito importante na manutencéo
da integridade dos microfilamentos de actina dos o0citos. Os odécitos tratados com
AFP apresentaram resultados semelhantes a odécitos frescos, enquanto apenas
41% dos odcitos vitrificados sem AFP se mantiveram integros. Luciano et al.
(2009) demonstraram que a vitrificacdo de odcitos imaturos de gatas domeésticas
afeta a taxa de integridade de actina, tendo observado taxas similares aos
apresentados no GO de odécitos com padrdo anormal de actina (cerca de 60%). Ja
nos grupos vitrificados com AFP, a taxa de odcitos com actina integra aumentou
conforme a concentracdo de AFP utlizada. O papel protetor da AFP ja foi
demonstrado na preservacdo do citoesqueleto durante a criopreservacdo de
oocitos. Liang et al. (2016) demonstraram um efeito protetor da AFGP na
integridade da actina, bem como na organizacdo do fuso meiético e alinhamento
dos cromossomos de odcitos bovinos maturados vitrificados com AFGP. O
mesmo foi observado em odcitos maturados de camundongos vitrificados com
AFPIIl (WEN et al., 2014). Em ambos os estudos, o uso de AFPs também
contribuiu com taxas melhores de desenvolvimento embrionario em comparacao
com o0s grupos vitrificados sem AFPs, demonstrando que o papel protetor do
citoesqueleto (tanto actina quanto tubulina) € fundamental para divisbes celulares
adequadas e um bom desenvolvimento embrionario posterior.

A avaliacao global da diminuicdo ou aumento da expressao dos genes pode
indicar em odcitos vitrificados a diferenca na qualidade entre os grupos, pela
melhor ou pior capacidade de se manter no nivel ideal (GF) ou de suportar o
estresse. A vitrificacdo afetou significativamente a expressdo global dos genes
avaliados. O grupo vitrificado sem a presenca (GO) e com 0,5 pg/mL de AFP
(G0,5) tiveram sua expressao global diminuida em relacdo ao GF. No entanto, a
utilizacdo de AFP | na concentracdo de 1 pg/mL foi suficiente para manter a
expressao global dos genes do grupo mais similar ao de COCs frescos, nao
apresentando diferencas significativas na expressao dos genes avaliados. Isso
pode ser interpretado como um efeito benéfico da utilizacdo da AFP, que permitiu
a manutencdo dos transcritos dos COCs vitrificados em niveis semelhantes aos
frescos, possivelmente mantendo a capacidade oocitaria de lidar com o estresse
da vitrificacdo e progredir. Outros estudos com AFPs na vitrificagdo de odcitos
demonstraram a maior semelhanca entre os grupos vitrificados com AFP com os

grupos frescos do que os grupos néo tratados na expresséo de genes (JO et al.,
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2011; JO et al., 2012; WEN et al., 2014). Por outro lado, na auséncia de AFP ou
na concentracdo de 0,5 ug/mL, a vitrificagcdo pode ter induzido a degradacéo de
transcritos oocitarios. Entre os grupos GO e GO0,5 a expressdo dos genes se
manteve similar, logo, o uso de AFP | nessa concentracdo provavelmente nao
exerceu efeito significativo na expresséo de genes.

Os genes avaliados relativos a competéncia oocitaria (GDF9, BMP15, ZAR1)
estavam diminuidos nos grupos GO e G0,5 comparativamente ao GF. Isso pode
revelar uma menor qualidade desse odécito e probabilidades menores de atingir
uma adequada maturacdo, ser fertilizado e promover o desenvolvimento
embrionario. Os niveis de expressao génica similares ao GF podem ser um
indicativo da qualidade oocitaria e do maior potencial de desenvolvimento do G1.
O PRDX1, gene relacionado ao estresse oxidativo, ndo apresentou diferenca
significativa nos grupos com relacdo ao fresco, porém o HSP70 estava down-
regulado no G1 em relacdo ao GF. Os genes SIRT1 e SIRT3 se mantiveram
similares nos grupos GO e G0,5 em relacdo ao GF, enquanto no G1 em relacao
ao fresco estavam up-reguladas. As SIRT3 séo indicativas de estresse oxidativo
originario nas mitocéndrias, ou seja, de disfuncdo mitocondrial. O grupo G1
apresentou taxas de atividade mitocondrial inferiores a todos os outros grupos e
aumento da expressao do gene dessa proteina, podendo indicar que a disfuncdo
mitocondrial e o aumento de EROs, foram percebidos pela SIRT3, que é um
“sensor” de estresse oxidativo. Os grupos GO e GO,5 tiveram taxas de atividade
mitocondrial similares com o GF, o que condiz com sua expressado similar de
SIRT1 e SIRT3.

Os danos mitocondriais muitas vezes sao danos subletais, em que néo
necessariamente resultam em morte celular, mas que prejudicam a fertilizacao e
outras etapas do desenvolvimento embrionario (GUALTIERI et al., 2021). Em
oocitos felinos, os estudos encontrados na literatura focaram principalmente na
distribuicdo das mitocdndrias antes e apés maturacédo e vitrificacdo (GONZALES
et al., 2012; SOWINSKA et al., 2017). Sowinska et al. (2017) concluiram que a
vitrificacdo néo teve influéncia na distribuicdo das mitocdndrias, porém aumentou
0 grau de agregacao e diminuiu a intensidade de fluorescéncia, podendo significar
diminuicdo na atividade mitocondrial apés a vitrificacdo. A vitrificacdo, de modo
geral, afeta a distribuicdo, o potencial de membrana, funcionamento de enzimas,

niveis de ATP intracelulares e atividade mitocondrial de o6citos de diversas
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espécies, normalmente para niveis inferiores aos grupos frescos (DAl et al., 2015;
AMOUSHAHI et al., 2017; SUCCU et al., 2017; XIANG et al., 2021). O uso de
diferentes tipos de AFP na vitrificagdo de odcitos murinos maturados néo resultou
em diferenca estatistica na atividade mitocondrial com 0s grupos né&o
suplementados (LEE et al., 2015). J& em od6citos bovinos maturados vitrificados, o
uso de AFGP néo provocou diferenca na quantidade de ATP intracelular, apenas
melhora na distribuicdo de mitocondrias e no potencial de membrana em relacéo
aos grupos nao tratados (LIANG et al., 2016). Neste estudo, esperava-se que a
concentracdo de 1 pug/mL de AFP | pudesse manter a atividade mitocondrial
semelhante a de odcitos frescos devido as suas propriedades protetoras. No
entanto, nessa concentracdo, houve uma diminuicdo da atividade mitocondrial,
gue permaneceu normal nos grupos nao tratados. Ndo € possivel afirmar se esta
aparente diminuicdo do metabolismo oxidativo é um efeito da adicdo de AFP na
solucdo de vitrificacdo. Surge a hipétese de que a AFP, por algum mecanismo
nao estudado, exerca efeito na diminuicdo do metabolismo celular, no intuito de
promover sobrevivéncia em baixas temperaturas e a recuperacado das lesbes
criogénicas. Esta hipotese poderia ser confirmada com outros estudos para
atestar a recuperacao do metabolismo celular dos grupos vitrificados com AFP em
comparagao com outros grupos nao tratados. No entanto, caso néo tenha sido um
efeito direto da AFP, este resultado aparentemente controverso pode ter sido
influenciado por outros fatores.

Existem diferentes sondas para avaliagdao de mitocondrias e essas se ligam
a diferentes substratos nas células. O MitoTracker Green, apesar de excelente
para estudo de morfologia e localizacdo de mitocondrias, deve ser usado com
cautela para avaliacdo de funcdo mitocondrial, tendo em vista que nado € téao
sensivel a alteracdes no potencial de membrana mitocondrial e situacdes de
estresse oxidativo (PENDERGRASS et al., 2004). Esta pode ser uma possivel
explicacéo para o resultado encontrado de atividade mitocondrial. Além disso, na
literatura, essa analise é realizada em diferentes momentos ap0s o0 aquecimento.
Manipalviratn et al. (2011) demonstraram que apds incubac¢do por 180 min, 0s
niveis intracelulares de ATP atingiram niveis mais altos do que logo ap6s o
aguecimento em odcitos vitrificados humanos, demonstrando que pode haver
uma retomada da atividade mitocondrial apos algumas horas do aquecimento. Um

estudo em odcitos ovinos demonstrou que apesar de logo apds o aquecimento
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apresentarem menores niveis de ATP e de atividade mitocondrial, ap6s 4 h houve
uma restauracdo da funcdo mitocondrial com consequente aumento de ATP
(SUCCU et al., 2017). Por outro lado, os odcitos do grupo controle, com 4 h de
incubacdo, passaram por um processo de envelhecimento e deterioracdo das
funcdes mitocondriais. Portanto, estudos tém demonstrado a importancia de
promover um periodo de recuperacao ideal aos odcitos vitrificados logo apés o
aquecimento. Mais estudos sdo necessarios para determinar um periodo ideal,
gue ndo chegue a envelhecer os odcitos e resulte em diminuigcdo das fungdes
celulares, mas que permita uma adequada recuperagdo apdés 0 estresse da
vitrificacdo. Possivelmente, neste estudo, o periodo de 2:30 h de incubacao apos
aguecimento nao foi suficiente para recuperacédo das atividades metabdlicas dos
odcitos. Talvez, com maior tempo de incubacédo, poderia ser observado inversao
nos valores observados e uma atividade mitocondrial crescente do G1. Os odcitos
GO e GO0,5 apesar da aparente atividade mitocondrial semelhante ao de odcitos
frescos, nao tiveram citoesqueleto e expressao de genes preservado, 0 que torna
sua qualidade duvidosa. Portanto, talvez com maior periodo de incubacao, eles
tenderiam a envelhecer e ndo suportar as préximas etapas do desenvolvimento.
Essa hipotese s6 podera ser confirmada com novos estudos, com maiores
periodos de incubacdo apos aquecimento e confirmando a competéncia dos
o0citos no que diz respeito a retomada da meiose, fertilizacdo e desenvolvimento
embrionério. No caso do G1, apesar de baixos niveis de atividade mitocondrial no
momento da avaliacdo, as avaliacbes anteriores demonstram que € um odcito
mais semelhante ao fresco no aspecto estrutural e transcricional. Seu
metabolismo, no entanto, parece estar alterado e isso requer novas investigacoes
para averiguar como isso afetaria o posterior desenvolvimento do odcito.

O G1, com menor atividade mitocondrial, apresentou aumento de EROs e
diminuicdo de GSH. Os EROs podem ser formados na vitrificacdo devido a
exposicdo aos crioprotetores que promovem influxo de célcio e devido a
disfuncbes mitocondriais. Consequentemente, o excesso de EROs também pode
causar danos as mitocondrias (especialmente na cadeira transportadora de
elétrons e no DNA mitocondrial), causando alteragcdo na funcdo mitocondrial
(AMOUSHAHI et al., 2017; GUALTIERI et al.,, 2021). Tendo em vista que a
producdo excessiva de EROs e diminuicdo dos niveis de GSH majoritariamente

decorrem da disfuncdo da atividade mitocondrial, este resultado esta de acordo
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com os resultados da analise anterior. Opostamente ao observado neste estudo,
o efeito de AFPs de diferentes origens na vitrificagcdo de odcitos nos niveis de
EROs foi avaliado em estudos em bovinos e murinos, e demonstraram a
capacidade das AFPs que diminuir os niveis de EROs (LEE et al., 2015; LIANG et
al., 2016; SUN et al., 2020). No G1, os niveis de EROs estavam aparentemente
acima do normal (GF), mas isso ndo exerceu efeito aparente nos aspectos
moleculares e estruturais observados nas outras andlises, provavelmente nao
comprometendo a viabilidade do odcito. Uma possibilidade para o aumento do
nivel de EROs no G1 é o que se chama atualmente de “eustress”, em oposicéo a
“distress”. Apesar dos efeitos deletérios associados aos EROs, esses possuem
papel significativo nas cascatas de sinalizacdo celular. Em certas condi¢des
metabdlicas, as células podem aumentar os niveis de EROs para estimular o
metabolismo, sem atingir o limiar deletério que pode causar danos ultraestruturais
(TATONE et al., 2010; GUALTIERI et al., 2021). Além disso, era esperado que a
vitrificac@o por si s6 afetasse negativamente as concentracdes de EROs e GSH
intracelulares dos grupos GO e GO0,5. No entanto, os niveis de EROs e GSH entre
os grupos GF, GO e G0,5 ndo apresentaram diferenca estatistica. Neste estudo,
pode-se supor que um dos fatores a influenciar seja a qualidade do protocolo
utilizado que garantiu boa qualidade do processo de criopreservacao de modo a
preservar a atividade mitocondrial e niveis de EROs e GSH nos od0citos
vitrificados. Este protocolo permite a viabilidade de cerca de 90% dos COCs
aquecidos, verificado com uso de corantes vitais (COLOMBO E LUVONI, 2020). A
grande vantagem deste protocolo € o volume minimo, garantindo bons resultados,
e a simplicidade da execucédo e dos meios utilizados, permitindo sua aplicagdo em
laboratérios simples. Este protocolo aliado ao efeito protetor da AFP na
concentracdo de 1 pug/mL pode ser uma combinacdo util para melhorar a
vitrificacdo de odcitos imaturos de gatas domésticas.

Na literatura, ndo ha um consenso sobre o tipo e a concentracdo de AFP
ideal para criopreservacao de oocitos. Apesar do tipo Il ser o mais testado, a AFP
| tem demonstrado ter efeitos benéficos superiores na criopreservacao de sémen
e embrides (CORREIA et al.,, 2021). Altas concentragcfes de AFP podem ser
toxicas, e para obter a propriedade de inibicdo da recristalizagcdo ndo € necessario
utilizar concentracdes altas (RAHMAN et al., 2019). As concentracfes utilizadas
de 0,15 pM (0,5 pg/mL) em GO,5 e 3 pM (1 pg/mL) em G1 estdo dentro da faixa
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do peso molecular ideal para inibicdo da recristalizacdo (RAHMAN et al., 2019).
Tendo em vista que o méetodo de Cryotop demanda volume minimo de solucéo de
vitrificacdo e a taxa de resfriamento € ultrarrapida, baixas concentracdes de AFP
ja poderiam exercer o efeito desejado. O’Neil et al. (1998) verificaram que a
exposicdo de odcitos murinos a 1 pg/mL de AFGP antes da vitrificacdo
possibilitou taxas de fertilizacdo e de desenvolvimento embrionario semelhantes
as de odcitos frescos. Devido a particular sensibilidade do odcito optou-se por

utilizar neste estudo a menor concentragéo possivel.
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6. CONSIDERACOES FINAIS
6.1 CONCLUSOES

Nas condi¢cbes experimentais do presente estudo, a suplementacéo de AFP |
na concentracdo de 1 pg/mL na solucdo de vitrificacdo melhora os aspectos
morfologicos, estruturais (integridade de actina) e moleculares (padrdo de
expressdo génica) de odcitos imaturos de gatas domésticas apds a

criopreservagao.
6.2 PERSPECTIVAS

Novos estudos avaliando o efeito da adicdo da AFP | na vitrificacdo de
odcitos imaturos de gatas domésticas poderdo analisar os efeitos metabdlicos
com maior periodo de incubacgéo pos aquecimento. Possivelmente o uso de novas
maneiras de avaliacdo de atividade mitocondrial e a avaliagdo completa de
competéncia oocitaria (com retomada da meiose, fertilizacdo e desenvolvimento
embrionério) podem trazer novas informagBes sobre o efeito da AFP | na

vitrificacdo de odcitos imaturos de gatas domésticas.
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