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RESUMO

A criopreservacdo de gametas é uma ferramenta fundamental para viabilizar e
aprimorar a aplicagcado das biotécnicas reprodutivas, garantindo maior praticidade e
eficiéncia, oferecendo viabilidade aos bancos de germoplasma e aprimorando a
execucao de diversas técnicas. Contudo, a sensibilidade dos odcitos as lesdes
criogénicas limita sua eficacia. Neste contexto, a proteina anticongelante do tipo |
(AFP 1), conhecida por sua capacidade de se ligar a cristais de gelo e estabilizar a
membrana, emerge como potencial solugdo para minimizar os danos da
criopreservagao e otimizar a técnica. Este estudo avaliou a influéncia da adi¢éo da
AFP | na criopreservagdo de complexos cumulus-oécitos (COCs) ovinos imaturos,
na criossobrevivéncia e no metabolismo oocitario, por meio de analises da atividade
mitocondrial, niveis de glutationa (GSH), espécies reativas de oxigénio (EROs),
integridade da actina e expressao de genes relacionados a competéncia oocitaria,
estresse celular e apoptose. Para isso, COCs foram recuperados a partir de ovarios
obtidos em abatedouro local. Apdés a selecdo, os COCs foram alocados
aleatoriamente em trés grupos experimentais de acordo com o tratamento de
criopreservagao: i) criopreservados sem AFP | (AFP-, n= 32); ii) criopreservados
com AFP | (250 ng/mL de AFP I) (AFP+, n= 32) e iii) controle positivo (fresco), n&o
submetido a criopreservagao (n= 33). A criopreservagao foi realizada utilizando a
técnica de vitrificagdo em dispositivo Cryotop® (Kizato, Fuji, Japdo A atividade
mitocondrial ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos Fresco e AFP+
apos o aquecimento. No entanto, o grupo AFP- exibiu uma reducgéao significativa em
comparagao aos grupos Fresco e AFP+ (P<0,05). O grupo AFP+ apresentou niveis
mais elevados de EROs (P<0,05) em comparagao aos grupos Fresco e AFP-. Por
outro lado, os niveis de GSH foram semelhantes entre os grupos (P>0,05). Na
analise de integridade, o grupo Fresco apresentou uma quantidade
significativamente maior de oécitos com filamentos de actina integros (P<0,05) em
comparagdo aos grupos AFP- e AFP+. Na avaliagdo da expressdo génica,
observou-se que o grupo AFP+ manteve niveis de transcritos mais proximos aos do
grupo Fresco, com excegao do gene MATER, que estava superexpresso. No grupo
AFP-, os genes BMP15, MATER e ZAR1 apresentaram superexpressao em relagao
ao grupo Fresco. Em conclusdo, a concentracdo de 0,25 pg/mL de AFP |
demonstrou um efeito benéfico nos aspectos moleculares, como evidenciado pelos
padrées de expressdo génica. No entanto, os resultados metabdlicos ndo foram
conclusivos quanto a eficacia da AFP I.

Palavras-chave: Criopreservagao; Ovinos; Proteina anticongelante.
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ABSTRACT

Cryopreservation of gametes is a fundamental tool to enable and enhance the
application of reproductive biotechniques, ensuring greater practicality and efficiency,
offering viability to germplasm banks and improving the execution of various
techniques. However, the sensitivity of oocytes to cryogenic lesions limits their
effectiveness. In this context, type | antifreeze protein (AFP I), known for its ability to
bind to ice crystals and stabilize the membrane, emerges as a potential solution to
minimize cryopreservation damage and optimize the technique. This study evaluated
the influence of adding AFP | to the cryopreservation of immature ovine cumulus-
oocyte complexes (COCs), on cryosurvival and oocyte metabolism, through
analyses of mitochondrial activity, glutathione (GSH) levels, reactive oxygen species
(ROS), actin integrity and expression of genes related to oocyte competence, cellular
stress and apoptosis. For this, COCs were recovered from ovaries obtained at a
local slaughterhouse. After selection, the COCs were randomly allocated into three
experimental groups according to the cryopreservation treatment: i) cryopreserved
without AFP | (AFP-, n= 32); ii) cryopreserved with AFP | (250 ng/mL of AFP 1)
(AFP+, n= 32) and iii) positive control (fresh), not subjected to cryopreservation (n=
33). Cryopreservation was performed using the vitrification technique in a Cryotop®
device (Kizato, Fuji, Japan). Mitochondrial activity showed no significant difference
between the Fresh and AFP+ groups after warming. However, the AFP- group
exhibited a significant reduction compared to the Fresh and AFP+ groups (P<0.05).
The AFP+ group showed higher levels of ROS (P<0.05) compared to the Fresh and
AFP- groups. On the other hand, GSH levels were similar between the groups
(P>0.05). In the integrity analysis, the Fresh group showed a significantly higher
number of oocytes with intact actin filaments (P<0.05) compared to the AFP- and
AFP+ groups. In the gene expression evaluation, it was observed that the AFP+
group maintained transcript levels closer to those of the Fresh group, with the
exception of the MATER gene, which was overexpressed. In the AFP- group, the
BMP15, MATER and ZAR1 genes showed overexpression in relation to the Fresh
group. In conclusion, the concentration of 0.25 ug/mL of AFP | demonstrated a
beneficial effect on molecular aspects, as evidenced by gene expression patterns.
However, the metabolic results were not conclusive regarding the effectiveness of
AFP .

Keywords: Cryopreservation;, Sheep; Antifreeze protein.
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1. INTRODUCAO

A ovinocultura € amplamente disseminada pelos continentes devido a
facilidade de adaptacdo da espécie a diferentes climas, relevos, vegetagdes e
sistemas de criagcdo. A adaptabilidade da espécie ovina unida a duragdo do seu
curto ciclo reprodutivo potencializa ainda mais o interesse pela criacdo desses
animais em diferentes setores de producao (Viana, 2008). Na ultima década, além
da importancia econémica advinda do setor de produgdo animal em que eles se
destacam como fontes de carne, leite, couro e 13, estes animais também adquiriram
grande relevancia como modelos para pesquisas na area de biomedicina , por
apresentarem patologias semelhantes aos humanos (Zhu et al., 2018).

Parte da disseminagao da ovinocultura deve-se ao avango no emprego de
biotecnologias reprodutivas. Dentro deste cenario, as técnicas de criopreservagao
apresentam importancia significativa na difusdo de material genético (Bogliolo,
2007). Porém, embora apresente diversas vantagens, ainda enfrenta limitagdes e
produz resultados insatisfatorios (Quan; Wu; Hong, 2017). De forma geral, a técnica
mais utilizada para a criopreservagao de odcitos € a vitrificagdo, que embora seja de
rapida execugdo, pode ocasionar danos nas estruturas pela toxicidade da alta
concentracdo dos crioprotetores utilizados, dos cristais de gelo formados no
processo de aquecimento e estresse osmatico inerente ao processo (Kim et al.,
2007; Prentice; Anzar, 2011).

Considerando esses fatores, observa-se uma necessidade de otimizagao
desta biotécnica. Neste sentido, a proteina anticongelante tipo | (AFP 1), um agente
bioloégico presente em diversos organismos que vivem em ambientes com
temperaturas extremamente baixas, ja tem sido associado, de forma benéfica, aos
processos de criopreservagao de oocitos bovinos, murinos e felinos (Jo et al., 2012;
Liang et al., 2016; Leal et al., 2024). Além disso, a aplicagcado de AFP | ndo se limita
apenas a oocitos, mas também abrange espermatozoides, embrides e tecidos
gonadais, ampliando sua aplicabilidade e importancia na preservagdo do material
genético de diferentes estagios do desenvolvimento reprodutivo (Correia et al.,
2021).

As AFPs sao capazes de proteger membranas celulares contra lesdes
ocasionadas pelo frio. Elas interferem na formagao de cristais de gelo de duas

formas: por meio da (i) histerese térmica, que reduz o ponto de congelamento da



agua, criando uma lacuna com seu ponto de fusdo que culmina na redugao da
cinética de formagao de gelo, e, (ii) inibicdo da recristalizagdo do gelo (Rahman et
al., 2019; Correia et al., 2021), que depende da capacidade da proteina de se ligar a
estes cristais de gelo. Sendo assim, a investigacdo da influéncia da exposicéo a
crioprotetores, como a AFP |, para a criopreservagao de oocitos ovinos, torna-se
relevante e pertinente, ja que resultados positivos podem representar avangos
significativos na area da criobiologia animal contribuindo com a otimizacdo da
produtividade de animais geneticamente superiores nos rebanhos ovinos.

Portanto, baseado no que foi apresentado, o objetivo desta pesquisa foi testar
a adicao da AFP | no meio de vitrificagdo de odcitos ovinos como uma alternativa
para otimizacdo da técnica. Considerando a importancia da criopreservagao de
oocitos, ndo apenas para a preservagao de animais de alto valor genético e
econdmico, mas também para a promogao da possibilidade de uso desse material
em futuras pesquisas basicas e/ou aplicadas, este estudo busca, a partir dos
resultados alcancados, uma maior difusdo desta técnica com o intuito de
potencializar os programas de melhoramento genético da espécie que sao

fundamentais para o aumento da produtividade da ovinocultura.

1.1 OVINOCULTURA

A espécie ovina foi uma das primeiras espécies a serem domesticadas pelos
humanos. Atualmente, a espécie possui uma grande importdncia na pecuaria
mundial devido a todos os seus diferentes tipos de insumos e recursos fornecidos,
como la e couro que sao elementos essenciais na confecgado de vestuario, téxteis e
calgados. Enquanto sua carne e leite desempenham um papel crucial na industria
alimenticia (Zhu et al., 2018), caracterizando-os assim como animais de grande
importancia econémica.

Como resultado da ampla disponibilidade de recursos valiosos provenientes
dos ovinos, a espécie esta distribuida por diversos continentes, com uma populagao
mundial estimada em 1,296 bilhdo de cabecgas, conforme registrado até o ano de
2022 (IWTO, 2023). Alguns dos paises com os maiores rebanhos de ovinos estdo
localizados na Asia, Oceania e Africa. Na Asia, a China se destaca como o pais com
0 maior numero de ovinos, com aproximadamente 187 milhdes de cabecgas. Na

Oceania, a Australia possui cerca de 69 milhdes de ovinos. Na Africa, o Sudao



conta com aproximadamente 42 milhdes de cabecas. Esses paises lideram em
numeros de rebanhos ovinos (FAOSTAT, 2021; IWTO, 2023).

No Brasil, observa-se a necessidade de investir em mais pesquisas e estudos
sobre biotecnologias voltadas para a produgao ovina. A atividade da ovinocultura se
desenvolve em todo o territério nacional, contabilizando um total de 20.628.699
cabecas no ano de 2020, conforme os dados da EMBRAPA (2020). A regiao
Nordeste destaca-se como a area de maior concentracéo, representando 66,7% da
criagdo ovina do pais. E notavel que essa regido tem ampliado sua participacéo
neste dominio, visto que, em 2017, sua proporc¢ao era de 64% (Lucena et al., 2019).

As biotecnologias reprodutivas causam impacto significativo na ovinocultura,
uma vez que as aplicagdes das técnicas de reprodugao desempenham um papel
fundamental na melhoria da qualidade e da produtividade dos rebanhos ovinos.
Através de técnicas como a inseminacao artificial, fertilizagcao in vitro e métodos de
transferéncia de embrides, as biotecnologias reprodutivas possibilitam a aceleracéo
do melhoramento genético, a disseminagao de material genético de alta qualidade e
a preservagao de ragas raras de ovinos. Portanto, a jungdo dessas inovagdes na
ovinocultura desempenha um papel de suma importadncia no aumento da eficiéncia

e da sustentabilidade da industria ovina.

1.2 BIOTECNOLOGIAS REPRODUTIVAS

Biotecnologia € definida como a utilizacdo de organismos vivos ou sistemas
biolégicos para aperfeicoar ou fabricar produtos inovadores que atendam as
necessidades humanas e melhorem técnicas em diversas areas, como saude,
agricultura, pecuaria e industria (BRASIL, 1994). No ambito da pecuaria, as
biotecnologias reprodutivas tém desempenhado um papel fundamental no avango
do melhoramento genético de animais de produgao e no refinamento das técnicas
de reprodugdo animal. Desde seu inicio, em meados do seéculo XIX, as
biotecnologias reprodutivas evoluiram de forma significativa, sendo categorizadas
em quatro geragoes: (i) inseminacdo artificial (IA) e congelamento de embrides e
gametas, (ii) multipla ovulagao e transferéncia de embrides (MOTE), (iii) produgéao in
vitro de embrides (PIVE) e (iv) clonagem e transgenia (Moore; Hasler, 2017).

A disponibilidade de odcitos, como material genético de base, € essencial

para fomentar o desenvolvimento dessas biotecnologias. Técnicas como a MOTE, a



PIVE, a clonagem e a transgenia dependem diretamente da qualidade e viabilidade
dos odcitos. Por exemplo, a MOTE é um método reprodutivo que melhora a
produtividade animal ao permitir a coleta de embrides de fémeas geneticamente
superiores (Phillips; Jahnke, 2016). Essa técnica utiliza odcitos para a produgao in
vivo de embrides, que podem ser transferidos para receptoras ou criopreservados,
contribuindo para a disseminagao de genética de alta qualidade em rebanhos ovinos
(Bergstein-Galan et al., 2019).

A PIVE, composta pelas etapas de maturacéo oocitaria in vitro, fertilizacéo in
vitro e cultivo embrionario in vitro, depende da disponibilidade de odcitos viaveis
para a produgao de embrides de qualidade. Além disso, a criopreservagao permite o
armazenamento desses embrides para uso futuro, aumentando a eficiéncia logistica
e ampliando as possibilidades de disseminagcdo dessa técnica em programas de
melhoramento genético (Camargo et al., 2006).

A clonagem e a transgenia dependem diretamente dos odcitos, que
desempenham um papel essencial na manipulacdo genética e na producédo de
embrides transgénicos. Esses odcitos atuam como estruturas para a introdugéo do
material genético ou para a fusdo com células somaticas ou espermatozoides
previamente manipulados, possibilitando a formagcdo de embribes com
caracteristicas genéticas especificas (Vichera; Olivera; Salamone, 2011).

A criopreservagao, portanto, surge como uma ferramenta imprescindivel para
garantir a conservacao e o uso eficiente de odécitos em diversas biotecnologias. Seu
papel vai além da reprodugdo assistida em animais de producido, abrangendo
também a conservacdo de espécies ameacadas por meio de bancos de
germoplasma (Mariante; Albuquerque; Ramos, 2011). Ao assegurar a
disponibilidade de odcitos de alta qualidade, a criopreservagao viabiliza avangos na
PIVE, na MOTE, na clonagem e na transgenia, promovendo inovagdes na

reproducao assistida e no melhoramento genético animal.

1.3 CRIOPRESERVAGAO

A criopreservagao € uma biotecnologia que contribui consideravelmente para
o aprimoramento e otimizagao das biotécnicas reprodutivas através da preservagao
de células e tecidos bioldgicos, como, odcitos, espermatozoides, embrides e tecidos

gonadais. Ela auxilia ndo somente na formacédo de bancos de germoplasma, na



conservacao do material genético de animais ameacgados de extingdo, mas também
ajuda no bem-estar animal, evitando o transporte de animais por longas distancias,
reduzindo a mortalidade e o estresse associado ao deslocamento, assim,
possibilitando a disseminacédo do material genético (Comizzoli, 2017).

Trata-se de um processo de preservagdo do material genético mediante
exposicao a temperaturas extremamente baixas, geralmente abaixo de -196°C, em
nitrogénio liquido (N:) (Arav; Saragusty, 2018). Entre as técnicas de criopreservacao
mais utilizadas em pesquisas e procedimentos na area de reprodugdo animal
destacam-se a vitrificacdo e o congelamento lento. Esses métodos permitem
suspender temporariamente todas as fungdes biolégicas de células ou tecidos,
preservando sua viabilidade e capacidades fisiolégicas intactas para uso posterior,
apos o reaquecimento das amostras (Leibo; Songsassen, 2002). Apesar do sucesso
obtido com embrides criopreservados no estabelecimento de gestagbes apos a
transferéncia, a criopreservacdo de odcitos ainda enfrenta desafios significativos
devido ao grande tamanho dessas células e a maior sensibilidade de suas
estruturas as baixas temperaturas (Quan; Wu; Hong, 2017).

As técnicas de vitrificagdo e congelamento lento s&o amplamente
empregadas, com suas respectivas vantagens e desvantagens. O congelamento
lento € uma técnica tradicional de criopreservacido que envolve um resfriamento
gradual do material genético. Durante esse processo, os odécitos sao resfriados até -
7°C e, em seguida, gradualmente até -32 °C, quando s&o armazenados no
nitrogénio liquido a -196 °C (Jain; Paulson, 2006; Whaley et al., 2021). Apesar de
ser menos toxica devido a menor concentracdo de crioprotetores utilizados, essa
técnica pode resultar em danos celulares devido a formacao de cristais de gelo,
especialmente em odécitos (Kometas et al., 2021), além de ser menos acessivel
devido aos custos com aquisicdo da maquina de congelagdo e procedimentos

demorados.

1.3.1 Vitrificagao

Derivada da palavra em latim (vit reum) que tem como significado vidro, a
vitrificagdo, consiste em criopreservar o material genético induzindo-o a um estado
vitreo (Rajan; Matsumura, 2018). Durante o procedimento, quando submersos em
nitrogénio liquido a -196°C, por convecgéao, € formada uma pelicula de vapor entre a

amostra e o nitrogénio, constituindo uma camada isolante, que reduz a taxa de
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transferéncia de calor, assim resfriando de maneira muito rapida o material genético
(AMINI; BENSON, 2023), criando um solido amorfo onde ndo ha a formagao de
cristais de gelo intracelulares, que tem o potencial de perfurar a membrana celular
causando danos celulares irreversiveis a amostra.

A técnica de vitrificagdo emergiu como uma alternativa mais simples,
econdmica (Santos et al., 2010), além de ser a técnica mais indicada devido a
rapida velocidade de resfriamento, que leva a menor ocorréncia de lesdes celulares
durante o processo de criopreservagdo de odcitos (Varghese et al., 2009). Dessa
maneira, como pode-se observar na tabela 1, suas taxas de sucesso sdo maiores
quando comparadas com outras técnicas. Embora seja necessario expor o material
genético gradualmente a altas concentracdes de crioprotetores, adicionados as
solugbes geralmente em duas etapas, essa abordagem ainda é a melhor escolha
para a criopreservagao de oocitos.

Na primeira etapa do processo de vitrificacdo, o material genético é exposto
a solugao de equilibrio, onde ha a regulagdo osmotica, quando ao penetrar na célula,
os crioprotetores removem a agua intracelular, permitindo a sua imersao (Pegg,
2007; Whaley et al., 2021). Posteriormente, a célula é exposta a solugido de
vitrificagdo, onde ha uma maior concentragcao de crioprotetores em sua composigao,
(Whaley et al., 2021). |Idealmente, os crioprotetores, por serem toxicos, devem ser
ministrados em pequenas concentragdes, com isso, ha a necessidade de ter uma
maior taxa de resfriamento e maior rapidez nesse processo (Vajta et al., 2015).
Dessa forma, é de grande importancia utilizar criodispositivos adequados, pois ao
longo do desenvolvimento do método de vitrificagdo, foram criados dispositivos
especificos para facilitar as caracteristicas ideais para uma vitrificacdo eficaz. Estes
dispositivos permitem um volume minimo e uma taxa de resfriamento ultra-rapido,
que permitem taxas de sobrevivéncia maiores (Palmerini, 2012).

A vitrificagdo pode ser realizada usando uma variedade de criodispositivos,
podendo ser eles fechados ou abertos. Os principais sdo a palheta convencional
(Naik et al., 2005), o cryoloop (Lane et al., 1999), o cryotop (Kuwayama et al., 2005),
e a palheta aberta (Open Pulled Straw - OPS) (Vajta et al., 1998). Dentre as
principais, as duas mais utilizadas sao a técnica OPS, que pode ser realizada com
volume baixo de amostra, além de ser uma técnica simples e baixo custo (Vajta et

al., 1998) e o método Cryotop, que € comumente empregado na criopreservagao e



demonstra resultados positivamente maiores nas taxas de sobrevivéncia quando
comparada com as outras técnicas, como representado na tabela 2.

Dessa maneira, a técnica de vitrificacdo tem sido revolucionaria na area da
reproducdo assistida, pois possibilita criopreservar o material genético para uso
futuro (lussig et al., 2019). Uma grande vantagem da vitrificacao € a alta taxa de
sobrevivéncia das células apds o descongelamento, o que a torna superior a
métodos mais antigos, como o congelamento lento, e evita danos as células. Dessa
forma, o método de vitrificagado tem transformado a medicina reprodutiva, estando
em uma evolucao constante de aprimoramento da técnica, visto que ainda ha muito
o que melhorar quando se fala de criopreservagao de odcitos.

Apesar de toda inovagao e da vitrificacdo ser a melhor técnica para a
criopreservacgao de odcitos, ainda ha um grande desafio para otimizagcdo das taxas
de qualidade oocitaria apds o aquecimento (Pereira; Marques, 2008). A viabilidade
dos oocitos apds o processo ainda é baixa. Isso ocorre porque certas caracteristicas
tornam a criopreservagao desafiadora, como o grande tamanho dos odcitos, o alto
teor de agua e sua composicao celular (Whaley et al., 2021; Cao et al., 2022),
fatores que dificultam a movimentacdo de agua e crioprotetores através da

membrana plasmatica.



Tabela 1. Uso de diferentes técnicas de criopreservagao - vitrificagdo e congelamento lento - em odcitos de diferentes espécies na

literatura

Espécie Maturagao Célula do
cumulus *

Murinos Maduros Sem CC
Ovinos Maduros Com e sem

CC
Humanos Maduros Sem CC
Felinos Imaturos Sem CC

Método

Vitrificacao e
congelamento
lento

Vitrificacao

Vitrificacao e
congelamento
lento

Vitrificagao

Resultados

A vitrificagao resultou em maiores taxas de

sobrevivéncia, fertilizagao e eclosdo do que o método de

congelamento lento (85,6% vs. 63,2%; 51,0% vs. 22,3%;
38,7% vs. 12,5%, respectivamente)

Nao houve diferenga em vitrificar com ou sem CC; as
taxas de COCs vitrificados que atingiram o estagio de
blastocisto foi menor, quando comparada ao grupo
controle

A sobrevivéncia dos odcitos e a taxa de clivagem foram
maiores na vitrificagcdo do que no congelamento lento
(81% vs. 67%; 84% vs. 71%, respectivamente).

A vitrificacao é recomendada para criopreservacgao de
odcitos, com base em evidéncias literarias que indicam
sua maior eficacia para odcitos e embrides.

Artigo/Ano

Kim et al.,
2006

Zhang et al.,
2009

Smith et al.,
2010

Colombo et al.,
2023

* CC: Célula do cumulus.



Tabela 2. Métodos de vitrificagao de odcitos de diferentes espécies utilizando diferentes criodispositivos, com foco nas taxas de
sobrevivéncia ou viabilidade pds-aquecimento na literatura.

Espécie Maturagdao Ceélula do Método Respectivas taxas Resultados Artigo/Ano
cumulus de sobrevivéncia
Ovinos Imaturos Com CC Cryotop, 77,97 £ 2,43% vs Cryotop mostra menos efeitos Ebrahimi et
Superficie 71,13+ 1,79% vs deletérios na ultraestrutura al., 2012
Solida 56,40 + 4,88%
e Palheta
Convencional
Humanos Maduros e Com CC Cryotop 100% Cryotop preserva a qualidade Palmerini et
imaturos estrutural, evidenciada pela forma al., 2014
regular e pela integridade da zona
pelucida e do oolema
Ovinos Imaturos Com CC OPS, 85,78% + 1,82% vs Taxa de viabilidade, clivagem e Quan et al.,
Cryoloop e 84,24% + 3,18% vs blastocisto foram maiores no grupo 2015
Palheta 67,42% +2,17% Cryoloop; os grupos OPS e Cryoloop
Convencional apresentaram menores crioinjurias
Bufalos Imaturos Com CC Superficie 96,7% vs 71,8% Maiores taxas de maturagao, clivagem Shalofy et al.,
sélida e OPS e blastocistos na SSV* 2017



Murinos Maduros Sem CC Cryotop, 100% e 98,4% vs
capilar de 93,4% e 98,2% vs
silica e 100% e 95,9%)
Cryolock

O protocolo LCSM* foi tao eficiente
quanto o HCTM* para vitrificar odcitos
e zigotos MIl usando capilar de silica,

cryotop e cryolock.

Liu et al.,
2021

*SSV: Vitrificagdo de superficie solida;
**LCSM: Baixa concentracao de crioprotetores e um unico meio;

***HCTM: protocolo tradicional de dois meios de alta concentracdo.
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1.3.2 Crioprotetores

Os agentes crioprotetores sao aditivos quimicos que protegem as células
quando expostas a temperaturas extremamente baixas, ja que o congelamento
causa danos celulares, como o estresse osmoético e a formacgao de cristais de gelo
intra e extracelulares (Rajan; Matsumura, 2018). Dessa maneira, o congelamento
desprotegido, torna-se letal para a célula, sendo necessario o uso de crioprotetores
que auxiliam no aumento da viabilidade celular e protegem aos demais danos
advindos da criopreservagao (Pegg, 2007).

Os crioprotetores sdo organizados em duas categorias: penetrantes e nao
penetrantes. Quando acrescentados a solugéo de criopreservagao em que a ceélula
€ exposta, os crioprotetores fazem com que a pressado osmatica retire a agua da
célula, o que causa seu encolhimento. Os crioprotetores penetrantes, por serem
substancias de molécula pequena n&o idnicas, possuem a capacidade de se
propagar facilmente através das membranas celulares, isso faz com que ao penetrar
na célula haja um equilibrio osmaético fazendo com que esta volte ao seu tamanho
original. Ja os crioprotetores ndo penetrantes abrangem pequenas moléculas, como
0S agucares, que nao conseguem atravessar as membranas celulares, resultando
em um continuo encolhimento até alcangar o equilibrio osmaético com o liquido
extracelular (Raju et al., 2021)

Embora os crioprotetores possam ser benéficos para a célula quando
adicionados em baixas concentragdes, eles também podem causar danos, como
rupturas na membrana celular, durante os processos de aumento e diminuigdo do
tamanho celular. Além disso, quando utilizados em altas concentragbes, como no
método de vitrificacdo, tornam-se altamente téxicos, especialmente os crioprotetores
penetrantes (Rajan e Matsumura, 2018; Raju et al., 2021). Por essa razao, é
preferivel expor a amostra aos crioprotetores de forma gradual, aumentando as
concentragcdes aos poucos e mantendo a exposicao a célula ao minimo necessario

em termos de concentragdo e tempo.

1.3.3 Criopreservacgao de oodcitos

O processo de criopreservagao, pode ser realizado em odcitos imaturos ou
maturados, e com ou sem a presencga das células do cumulus. Normalmente, ao
retirarmos os COCs dos ovarios, eles ainda se encontram em estagio de préfase |

da primeira meiose. Assim, € possivel optar por matura-los in vitro ou criopreserva-
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los ainda imaturos. Estudos demonstram que COCs imaturos possuem
caracteristicas que promovem maior resisténcia ao processo de criopreservagao,
quando o material genético se encontra em estagio de vesicula germinativa (VG)
(Kasapi et al.,, 2017) ao invés do estagio de placa metafasica (Luvoni, 2012;
Dujickova et al., 2021). Uma dessas caracteristicas € a cromatina descondensada
envolta por uma membrana nuclear e a auséncia do fuso meiotico fragil, que
promovem uma maior sobrevivéncia de odcitos imaturos apds a criopreservaciao em
comparagao com oocitos maturados (Luvoni, 2012).

Entretanto, sobre o processo de criopreservar com a presenga ou auséncia
das células do cumulus ainda ha muitos debates acerca de seus beneficios e/ou
maleficios. Sabe-se que as células do cumulus s&o cruciais para a transferéncia de
nutrientes e moléculas sinalizadoras durante o desenvolvimento e a maturagao do
odcito (Luvoni, 2012). Além disso, existem evidéncias de que a auséncia de células
do cumulus pode resultar em uma deficiéncia na sintese proteica, bem como refletir
nos niveis de moléculas envolvidas na regulacéo dos ciclos celulares meioticos e
mitéticos (Combelles et al., 2005). No entanto, a presenga de células do cumulus
pode comprometer o processo de criopreservagao do odcito, e isso ocorre porque
elas podem prejudicar a difusdo entre crioprotetores e agua no odcito no meio
extracelular (Luciano et al., 2009).

A criopreservagao de odcitos € um grande desafio, pois esses od6citos sao
mais sensiveis aos processos de criopreservagao em comparagao com 0S
espermatozoides, o que dificulta a obtengcao de resultados ideais (Dujickova et al.,
2021). Isso ocorre devido a fatores, como seu grande tamanho, a anomalias
cromossOmicas, despolimerizagao dos microtubulos, alteracdes na estrutura do fuso
e rupturas na estrutura do citoesqueleto de actina (Saunders; Parks, 1999;
Comizzoli, 2023). Além disso, seus sistemas biolégicos sao mais dificeis de
congelar devido a alta quantidade de agua, o que prolonga o tempo necessario para
atingir o equilibrio osmético com os crioprotetores. Os lipidios, por sua vez,
representam uma das principais causas de danos celulares durante o resfriamento,
pois a transicdo de fase lipidica pode alterar e interromper 0s processos
intracelulares (Coticchio et al 2007; Leal et al., 2024).
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1.3.4 Danos estruturais provocados pela criopreservagao

Durante o processo de criopreservagao e aquecimento, 0s o00citos sao
submetidos a uma série de processos que podem resultar em danos estruturais,
culminando em toxicidade, disfungcdo celular e comprometimento das organelas
(Chang et al., 2022). Esses efeitos adversos podem comegar a surgir desde o
momento inicial em que os ovarios sao transportados até o laboratério, até ao
momento do aquecimento onde ha o risco de recristalizacdo, que € um dos
principais responsaveis por lesdes criogénicas durante o momento do aquecimento
do processo de vitrificagdo. Um dos possiveis danos causados durante o processo
da vitrificagdo, o choque osmético, pode ocorrer quando ha a adigdo das solugdes
crioprotetoras, quando os odcitos sao expostos a altas concentracbes de
crioprotetores permeaveis, ocorre uma desidratagdo intensa que os faz encolher
devido a perda de agua. No entanto, com a entrada dos crioprotetores, eles
recuperam seu volume inicial. Esse processo pode causar uma significativa
alteracdo no volume dos oécitos, que podem causar estresse osmotico, lesdes na
membrana plasmatica e zona pelucida ou até mesmo apoptose (Chen et al., 2022).

Além disso, reduzir a temperatura também pode causar danos as estruturas
sensiveis, como o citoesqueleto e a membrana plasmatica. Essa sensibilidade da
membrana esta associada a sua composic¢ao lipidica (Arav; Zvi, 2008). Durante o
resfriamento, a membrana fosfolipidica passa por uma transigcao lipidica, onde os
acidos graxos alternam entre os estados liquido e sdélido. Como nem todos os
acidos graxos tém a mesma temperatura de transicao, isso interfere na fungao da
membrana, causando vazamento de ions e morte celular (Arav; Zvi, 2008). Danos
ao citoesqueleto também sdo comumente associados a criopreservagao, podendo
causar uma despolimerizagao dos microtubulos do fuso, perda de microtubulos, a
desorganizagdo dos cromossomos e distribuicdo irreqular de elementos do
citoesqueleto apds aquecimento de odcitos imaturos (Morat6 et al., 2008; Luciano et
al., 2009; lussig et al., 2019). Entende-se que, os microfilamentos e microtubulos do
citoesqueleto sdo essenciais para a fertilizacdo e maturagao, os microfilamentos de
actina permitem a migragao dos granulos corticais e a expulsdo do corpusculo polar,
ambos essenciais para a fertilizacdo adequada. Ao mesmo tempo, a tubulina forma
o fuso meidtico que alinha os cromossomos na placa metafasica (Luvoni, 2012).

O aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) também é

causado por mudangas bruscas de temperatura durante a vitrificacdo dos odcitos.
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Durante o aquecimento dos odcitos, o estresse térmico pode causar disfungao
mitocondrial e alteragdes no influxo de Ca?* por causa do estresse oxidativo,
podendo resultar em uma possivel reducdo da taxa de maturacédo in vitro dos
oocitos (Cao et al.,, 2022). Nesse caso, muitas organelas podem ser afetadas,
principalmente as complexas, como as mitocondrias, que estdo envolvidas em
varios processos celulares e sdo responsaveis pelo fornecimento de energia
consumida durante o processo de maturagcdo na forma de ATP por meio da
fosforilagcao oxidativa. Elas também desempenham um papel importante como parte
essencial da maquinaria metabdlica. A qualidade e a capacidade de
desenvolvimento de odcitos e embrides de mamiferos estao ligados a distribuicao
citoplasmatica das mitocéndrias, que também desempenham um papel em varias
vias de sinalizacido, na apoptose celular, na homeostase celular e no metabolismo
de acidos graxos (Almansa-Ordonez et al., 2020; Cajas et al., 2020).

Ademais, o processo de criopreservacédo pode resultar em danos a estrutura
e fungcdo celular, onde ha a necessidade de gerar maior energia, aumentando a
atividade mitocondrial, promovendo o aumento na produgdo EROs (Tatone et al.,
2010). Quando em baixos niveis, as EROs possuem importancia fisiologica, atuando
na regeneracgao tecidual, na regulagao redox intracelular, na embriogénese, com o
estimulo a competéncia do odcito e na regulagdo da taxa de pré-implantagédo no
desenvolvimento embrionario (Cajas et al., 2020; Combelles et al., 2009). Entretanto,
quando ha um aumento exacerbado nos niveis de EROs, onde ndo ha a
possibilidade de serem eliminados pelos mecanismos de defesa antioxidantes (Cao
et al., 2022), a estabilidade da homeostase redox dentro da célula é perturbada,
levando ao aumento do estresse oxidativo, o que por sua vez provoca danos ao
DNA dentro da célula, além de poder ocasionar a oxidagao de moléculas celulares,
como lipidios, carboidratos, aminoacidos e acidos nucleicos. Essas alteracdes
comprometem suas fungdes e prejudicam a viabilidade celular, levando a
peroxidagao lipidica, danos mitocondriais e apoptose (Cajas et al., 2020; Silveira et
al., 2008).

1.3.5 Indicadores de competéncia oocitaria
Embora os odécitos sejam suscetiveis a diversos danos estruturais durante o
processo de criopreservacao, ha fatores que podem diminuir tais efeitos adversos,

dentre eles, ha enzimas e antioxidantes enddgenos importantes que estao

14



presentes nas células e sdo capazes de proteger o odcito dos efeitos nocivos do
estresse oxidativo, com sua fungao primordial de inibir a geragao de EROs ou atuar
como coletores desses radicais. Os antioxidantes sdo moléculas essenciais para
manter o equilibrio entre a defesa antioxidante e o estresse oxidativo. De maneira
resumida, retardam ou impedem a oxidac&do de proteinas, carboidratos e lipidios e
até mesmo do DNA e do RNA (Rodriguez-Varela; Labarta, 2020). Além da avaliagcéao
de enzimas e antioxidantes, a competéncia oocitaria também pode ser analisada por
meio do PCR quantitativo (QPCR). Este método mede os niveis de expressao de
genes que refletem a capacidade do odcito de enfrentar o estresse e seu potencial

de desenvolvimento apds a vitrificacao (Barberet et al., 2020).

1.3.5.1 Glutationa (GSH)

A GSH é um antioxidante que, quando sintetizado nos oécitos, pode controlar
o estado redox das células e estimular a maturagao citoplasmatica (Hammond; Lee;
Ballatori, 2001). Além disso, protege a morfologia e a fungédo do fuso meiédtico contra
o estresse oxidativo durante a maturacao in vitro (Garcia-Martinez et al., 2020). A
GSH desempenha varias fungdes importantes na fisiologia e no metabolismo
intracelular, sendo uma das mais cruciais a manutencdo do estado redox nas
células, protegendo-as contra danos oxidativos (Lafleur et al., 1994). Ha estudos
relacionados a criopreservagao de odécitos de camundongos que indicam que a
suplementacdo de GSH durante a vitrificagdo e o aquecimento no estagio de VG
protege esses odcitos da perda de competéncia de desenvolvimento causada pelo
congelamento, aumentando a taxa de sucesso no desenvolvimento pré-implantacéo
(Moawad; Tan; Taketo, 2016).

1.3.5.2 ZAR1

O ZART1 (zygote arrest 1) € uma proteina associada ao efeito materno
especifico dos obécitos e é fundamental para o inicio do desenvolvimento
embrionario (Uzbekova et al., 2006). Ela tem um papel importante na transi¢ao do
oocito para o embrido, contribuindo para o desenvolvimento embrionario e o
controle da fertilidade em mamiferos (Wu et al., 2003). Além disso, os genes ZAR1
e ZAR2 sao essenciais para a maturacdo meidtica do odcito, regulando o

transcriptoma materno e a ativagéo translacional do mRNA (Rong et al., 2019).
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1.3.5.3 MATER

O Antigeno Materno Requerido pelo Embrido (MATER) é uma proteina
especifica dos odcitos que depende do genoma materno, sendo essencial para o
desenvolvimento inicial do embrido (Sena et al., 2009). Ele é crucial para que o
embrido se desenvolva além do estagio de duas células (Tong et al., 2000;
Pennetier et al., 2006). Fémeas que nao possuem o MATER se tornam estéreis
(Pennetier et al., 2006). Além disso, a redugcédo na expressao desse gene leva a uma
diminuicdo na coesao do centrdbmero, o que pode impactar negativamente a

qualidade dos odcitos (Lu; He; Zeng, 2016).

1.3.5.4 GDF9 e BMP15

Os genes GDF9 (fator de diferenciagao de crescimento 9) e BMP15 (proteina
morfogénica 6ssea 15) geralmente atuam em conjunto, desempenhando um papel
crucial na foliculogénese ovariana (Kathirvel et al., 2013). O GDF9 é essencial para
o crescimento das células da granulosa e da teca, além de ser vital para a
diferenciagdo e maturagéo dos odcitos (Hreinsson et al., 2002). O BMP15, por sua
vez, estd envolvido na maturacdo dos odcitos e no desenvolvimento folicular,
funcionando sozinho ou em parceria com o GDF9. Ambas as proteinas sao
expressas progressivamente pelos odcitos nos foliculos em crescimento ao longo da

foliculogénese (Dube et al., 1998; Laitinen et al., 1998).

1.3.5.5 HSP70

O HSP70 (proteina de choque térmico 70), € uma proteina responsiva ao
estresse celular, assim como o estresse oxidativo, ela desempenha um papel como
chaperona molecular e proteina citoprotetora, auxiliando na protegao celular contra
danos em condi¢cbes de estresse, como ocorre na criopreservagao. Sob estresse
térmico, sua producdo é intensificada (Vendrell-Flotats et al., 2017). Essa
intensificagdo protege componentes celulares importantes, como proteinas e
organelas, de danos causados por condi¢gdes adversas. Na criopreservagao, onde
as células enfrentam baixas temperaturas e mudangas bruscas no ambiente, o
HSP70 ajuda a evitar a desnaturagcao de proteinas e a reparar danos estruturais
(Evans, Chang e Gestwicki, 2010)
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1.3.5.6 PRDX1

O gene PRDX1 (Peroxirredoxina-1) € um marcador de estresse oxidativo
devido a sua fungéo de regulacédo dos niveis de EROs (Leyens, Knoops, Donnay,
2004). atua como um neutralizador do perdxido de hidrogénio, prevenindo danos
oxidativos em células em condigcdes de estresse, como hipdxia ou exposi¢cao a
agentes oxidativos. Sua expressao € regulada por fatores de transcricdo e pode ser

induzida por condi¢des de estresse celular (Shiota et al., 2008).

1.3.5.7 SIRT2

O SIRT2 (Sirtuina 2) é essencial para a maturagao de odcitos, regulando as
células da granulosa e mantendo a homeostase celular. Essa proteina responde ao
estresse oxidativo, contribuindo para a integridade genémica e o equilibrio do
metabolismo energético, frequentemente alterado em situagdes de estresse. Sua
inibicdo pode causar disfungdes mitocondriais, aumento de EROs, reducdo na
producdo de ATP e defeitos nos fusos cromossémicos, comprometendo a qualidade
oocitaria (Xu et al., 2019). Além disso, a auséncia de SIRT2 acelera o
envelhecimento celular e induz apoptose dependente de autofagia (Fang et al., 2022;
Xu et al., 2019).

1.3.5.8 BCL-2

O gene BCL-2 (linfoma de células B 2) tem uma fungcdo essencial na
regulacdo da apoptose durante a criopreservagdao de odcitos, favorecendo a
viabilidade e a competéncia desses gametas. Pesquisas com modelos transgénicos
murinos indicam que a superexpressao do BCL-2 diminui a apoptose em odcitos e
foliculos ovarianos, promovendo maior sobrevivéncia e maturagdo dos odcitos, até
mesmo em situagdes adversas, como tratamentos com agentes quimicos ou a

criopreservagao (Morita et al., 1999).

1.3.5.9 BAX

O BAX (proteina associada a Bcl-2 tipo X) € um importante regulador de
apoptose e possui um papel importante na criopreservagdo de oocitos, onde o
equilibrio entre genes pré-apoptéticos (como BAX) e antiapoptoticos (como BCL-2)
€ critico para a sobrevivéncia celular. A expressdo do gene BAX é aumentada em

odcitos vitrificados, especialmente em condi¢des de estresse (Arcarons et al., 2019).
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1.4. PROTEINAS ANTICONGELANTES

As proteinas anticongelantes (antifreeze protein, AFP) sao compostos
polipeptidicos sintetizados por diversos organismos, como, bactérias, fungos,
plantas, insetos e vertebrados que vivem em temperaturas extremamente baixas.
Elas se encontram presentes nesses organismos como uma defesa desenvolvida
através da selegdo natural, de forma a evitar que o corpo seja congelado pelo
ambiente externo, reduzindo a temperatura na qual os liquidos do corpo congelam
(Xiang et al., 2020). Além disso, as AFPs tém potencial de inibir a formagao de
cristais de gelo através da histerese térmica (Flores et al, 2018; Cheung; Wong,
2017) que é o processo em que a AFP se liga as superficies de cristais de gelo
reduzindo a temperatura de congelamento da agua de forma nao coligativa,
impedindo o crescimento descontrolado dos cristais de gelo e prevenindo danos
celulares (Correira et al., 2021; Ekpo et al., 2022). Outra caracteristica das AFP é
sua habilidade de interagdo com as membranas biolégicas que promove
estabilizacdo e protegem a integridade estrutural da célula (Robles et al., 2019;
Baskaran et al., 2021).

Os primeiros estudos sobre as AFPs, foram realizados a partir do ano de
1957, a partir das observagdes e questionamentos levantados por Scholander (1957)
que isolou as primeiras AFPs dos peixes Myoxocephalus scorpius e Salvelinus
alpinus (Baskaran et al.,, 2021). Posteriormente, em 1969, descobriu-se que as
AFPs atuam como substéncias bioldgicas capazes de evitar o congelamento,
permitindo que peixes notothenioids antarticos sobrevivam em &guas com
temperaturas abaixo de zero (Devries, 1971; Baskaran et al., 2021), determinando
que essa adaptacao se deve a presenga de glicoproteinas que, ao diminuir o ponto
de congelamento de maneira ndo coligativa, retardam o crescimento de cristais de
gelo nas células desses organismos (Devries, 1971; Correia et al., 2021). Desse
momento em diante as AFPs foram sendo encontradas em diversos organismos.

As AFPs, conhecidas também como proteinas de histerese térmica, proteinas
de ligagao gelo ou estruturagédo séo classificadas de acordo com o organismo que
elas sédo extraidas. Existem quatro categorias diferentes de AFP que séo extraidas
de peixes, a AFP I, Il, IIl e AFGPs (glicoproteinas anticongelantes) (Baskaran et al.,
2021). Cada uma dessas proteinas € empregada para diferentes finalidades,

dependendo de caracteristicas como a sequéncia de aminoacidos, estrutura
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proteica, composicdo quimica, peso molecular, valor de histerese térmica e
capacidade de adsorgcao na superficie do gelo. Com base nessas caracteristicas,
elas podem ser classificadas como moderadas ou hiperativas (Ekpo et al., 2022),
apresentando dominios e afinidades especificas para cada tipo (Jia; Davies, 2002;
Robles et al., 2019).

A AFP |, extraida do soro sanguineo do peixe Pseudopleuronectes
americanus, € notavel por possuir 60% de alanina (Baskaran et al., 2021) e
estruturas helicoidais, a-helicoidal, de tamanho de 6,48 KDa, além de possuirem
atividade de histerese térmica de perfil moderado (Ekpo et al., 2022), que define que
sua adsorg¢ao na superficie do gelo tenha uma maior lacuna de aderéncia ao cristal
de gelo, comparada com AFPs de perfil hiperativo (Ekpo et al., 2022). Além disso,
entre as proteinas anticongelantes, a AFP | vem sendo recentemente cada vez mais
estudada na criopreservagao de oocitos, embora seja menos utilizada em relagao a
AFP 1l (Kim et al., 2017). A AFP Il, por sua vez, é principalmente constituida por
cisteina, com um tamanho de 14 kDa. Recentemente, a aplicacdo da AFP II, além
de ser comumente utilizada na industria alimenticia para preservar alimentos
congelados por um periodo maior, também tem sido explorada na criopreservagao
de gametas, como uma estratégia para prevenir os efeitos prejudiciais deste
procedimento (Cheung et al., 2016; Robles et al., 2019). A AFP Ill se destaca pela
praticidade de producao, contendo apenas 66 aminoacidos e 7 kDa. O aumento de
seu tamanho pode intensificar a atividade anticongelante, permitindo maior ligagcéao
aos cristais de gelo (Yeh; Feeney, 1996; Kim et al., 2017). Ja a AFGP apresenta
repeticbes de peptideos alanina-alanina-treonina com dissacarideos em cada
treonina (Xiang et al., 2020), desempenhando papel relevante na criopreservagao,
apesar de ser menos estudada.

As proteinas anticongelantes tém sido objeto de diversos estudos e
pesquisas biotecnoldgicas, sendo utilizadas principalmente para pesquisas em
criopreservagao, como pode-se observar na Tabela 3. Suas caracteristicas
passaram a ser empregadas em varias aplicagdes, depois que a descobriram e a
isolaram (Correia, et al., 2021). As vantagens da AFP na técnica de vitrificagao
estdo principalmente relacionadas a caracteristicas como estabilizagdo de
membranas, defesa contra danos pelo congelamento e impedimento da
recristalizacédo (Wen et al., 2014), onde as proteinas operam mitigando a formagao

de cristais de gelo, através da histerese térmica, diminuindo a temperatura de
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solidificacdo para além do ponto de fusdo, desempenhando assim um papel de
defesa para a integridade da membrana celular (Rahman et al. 2019).

Estudos recentes demonstraram que o uso de altas concentragdes de AFPs
resultou em efeitos negativos quando comparado ao uso de baixas concentragdes
em oo6citos de mamiferos (Correia et al., 2021). Em espermatozoides,
concentragcbes superiores a 10 uyg/mL de AFP | e AFP Ill demonstraram uma
reducao significativa na motilidade (Payne, Oliver e Upreti, 1994; Jant et al., 2020).
Além disso, pesquisas utilizando diferentes tipos de AFPs em concentragdes
variadas para aprimorar a técnica de vitrificacdo de odcitos foram realizadas em
ratos, suinos e felinos (Rubinsky et al., 1992, Jo et al., 2011; Leal et al., 2024). Em
ambas as especies, a presenca de AFPs resultou em um aumento significativo na
taxa de sobrevivéncia, alcancando 82% e 25%, respectivamente (Rubinsky et al.,
1992). No experimento conduzido por Jo et al. (2011), a adicdo de AFP IlIl ao meio
de vitrificacdo dos odcitos maduros de camundongos resultou em um aumento das
taxas de sobrevivéncia apos os estagios de aquecimento, fertilizagdo e formagao do
blastocisto. J& no experimento realizado com AFP | em COCs felinos, foi
comprovado que a AFP | contribui para melhorias nos aspectos morfologicos,
estruturais e moleculares, apresentando resultados positivos na integridade dos
filamentos de actina e no padrdo de expressao génica (Leal et al., 2024).

Este estudo € de extrema importancia cientifica por ser o pioneiro na
investigacao dos efeitos das AFPs na espécie ovina, um campo ainda inexplorado
na literatura. Pois, embora ja existam pesquisas com outras espécies, a auséncia de
estudos em ovinos representava uma lacuna importante, uma vez que cada espécie
pode responder de maneira Unica a esses mecanismos. Ao analisar os efeitos as da
AFP em odcitos de ovinos, este trabalho ndo sé abre novas possibilidades para a
sua aplicagdo na ovinocultura, mas também enriquece o conhecimento cientifico
sobre o seu papel em diferentes sistemas bioldgicos. As descobertas a partir desse
trabalho podem esclarecer como a AFP protege as células contra os danos
causados pela criopreservagao, além de fornecer bases para futuras pesquisas,
tanto em ovinos quanto em outras espécies. Dessa forma, este estudo representa
um grande avango, ampliando o potencial de aplicagdes e o entendimento das AFPs

na reproduc¢ao animal.
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Tabela 3. Utilizacao de proteinas anticongelantes (AFP) na criopreservacao de odcitos de diferentes espécies na literatura.

Espécie  Material AFP
biolégico
Murinos Odcito AFP
11
Murinos Odbcito AFP
11
Bovinos Odcito AFP

Taxa de
sobrevivéncia

Sem (84,5%)
Com (94,6%)

Sem (75,0%)
Com (85,0%)

Taxa de
clivagem

Sem
(80,5%)
Com
(94,8%)

Sem
(58,7%)
Com
(81,2%)

Sem
(17,9%)
Com
(17,8%)

Taxa de
blastocistos

Sem (85,6%)
Com (94,0%)

Sem (52,3%)
Com (76,8%)

Sem (5,0%)
Com (6,3%)

Resultados

A adicdo de AFP ao meio de vitrificagdo preservou a
integridade do fuso, da membrana e o nivel de ATP
intracelular.

A AFP melhora a qualidade dos oodcitos e o
desenvolvimento embrionario, aumentando as taxas
de sobrevivéncia, clivagem e formagdao de
blastocistos em comparagao ao grupo controle.

A AFP melhorou o desenvolvimento embrionario até o
quinto dia de cultura, na concentragao de 1 ug/mL,
embora sem efeito prolongado na formacgéao do
blastocisto.

Artigo/Ano

Joetal.,
2011

Lee et al.,
2015

Chaves et
al., 2016
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Felinos Odcito AFP1 Sem (56,1 %) A concentragao de 1 pyg/mL de AFP | na solugdo de Lealetal.,
Com (84.4%) vitrificagdo melhora o0s aspectos morfoldgicos, 2024
estruturais e moleculares.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o efeito da suplementagdo de AFP | nas
solugbes de equilibrio e vitrificagdo sobre aspectos metabdlicos, moleculares e

estruturais de COCs imaturos apos vitrificagao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da adicdo da AFP | nas solug¢des de equilibrio e vitrificacdo de
COCs imaturos de ovinos apds o aquecimento sobre a(os):
2.2.1 Integridade dos filamentos de actina;
2.2.2 Atividade mitocondrial;
2.2.3 Niveis de EROs e GSH,;
2.2.4 Expressao de genes relacionados a competéncia oocitaria, estresse e

apoptose.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Os COCs foram recuperados a partir de ovarios obtidos em abatedouro local,
sendo realizadas 4 rotinas de obtencao e vitrificacdo. Um total de 97 COCs foram
distribuidos aleatoriamente entre os trés grupos experimentais: o grupo controle
positivo (fresco), e os grupos vitrificados utilizando o dispositivo Cryotop® (Kizato,
Fuji, Japao) na presenca (grupo AFP+: 250 ng/mL de AFP |) ou auséncia (AFP-:
grupo sem suplementagao de AFP |) de AFP |. Foram realizadas duas rotinas de
aquecimento para a condugado das analises de atividade mitocondrial, mensuragao
de GSH e EROs, integridade dos filamentos de actina e expressao génica. O total de

COCs utilizados em cada analise é especificado na Tabela 4.

Tabela 4. Numero de complexos cumulus-odcitos (COCs) de ovelhas frescos e
vitrificados com e sem proteina anticongelante tipo | (AFP |) de cada grupo
experimental utilizado em cada analise.

Morfologia

Integridade da Atividade ERO e GSH Expressao

actina mitocondrial génica TOTAL*
Fresco* 18 18 18 15 33
AFP-* 16 17 17 15 32
AFP+* 16 17 17 15 32

*Grupos experimentais: fresco: controle positivo; AFP-: Controle sem suplementagao
de AFP |; AFP+: suplementado com 0,25 pg/mL de AFP |

**Foram utilizados os mesmos COCs para analise de EROs, GSH, Atividade
mitocondrial e integridade da actina.

3.2 RECUPERAGAO E CLASSIFICAGCAO DE COCs

Os ovarios foram coletados em abatedouro local e transportados até o
laboratério em um tempo de 1-2 h em soro fisioldgico suplementado com 50 Ul/mL
de penicilina e 50 pg/mL estreptomicina a 35 °C. No laboratério, os ovarios foram

lavados com soro fisioldégico aquecido a 38 °C e os COCs foram aspirados de
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foliculos visiveis de 2 a 6 mm de diametro com uma agulha acoplada a uma seringa
de 10 mL. Posteriormente, os ovarios ja aspirados foram submetidos a técnica de
slicing, sendo fatiados com auxilio de bisturi, lavados com meio de manipulagédo (MM)
para recuperac¢ao do conteudo e em uma placa de Petri de 60 mm. Este conteudo foi
observado sob estereomicroscépio (Nikon SMPZ 800, Nikon, Japao) para
rastreamento dos COCs. O MM utilizado para a recuperacgao oocitaria foi composto
por TCM 199 com 25 mM HEPES suplementado com 50 pg/mL gentamicina e 4
mg/mL de albumina bovina sérica (bovine serum albumin - BSA). Apos a coleta, os
COCs foram selecionados e classificados em graus |, Il, lll e IV; e apenas os COCs |
e |l que apresentam citoplasma homogéneo e duas ou mais de trés camadas de

células do cumulus (Wood; Wildt, 1997) foram escolhidos para o experimento.

3.3 VITRIFICAGAO

Apods a obtencgao e classificagdo, os COCs foram distribuidos aleatoriamente
entre 0s grupos experimentais. A técnica de vitrificagdo seguiu o protocolo conforme
descrito por Dos Santos-Neto et al. (2020). Durante o processo, foi empregado meio
MM composto por TCM 199 com tamponamento de HEPES, enriquecido com 20%
de soro fetal bovino. As etapas de manuseio dos odcitos ocorreram a 37 °C na mesa
aquecedora, onde todos os meios utilizados na vitrificagdo foram mantidos a uma
temperatura ambiente de 28 °C.

O procedimento foi realizado utilizando o dispositivo Cryotop®, conforme
descrito por Dos Santos-Neto et al. (2020). Grupos de cinco COCs foram
transferidos para gotas de 300 yL de uma solugao de equilibrio composta por 7,5%
de etilenoglicol (EG) e 7,5% de dimetilsulfoxido (DMSO) por 15 min em MM. Em
seguida, os COCs foram transferidos para gotas de 300 yL de uma solugdo de
vitrificagdo contendo 15% de EG, 15% de DMSO e 0,5 mol/L de sacarose em MM,
permanecendo nesta solugdo por 90 s. Por fim, foram alocados em dispositivos

Cryotop® com um volume minimo (< 0,1 yL) e imersos diretamente em N2.

3.4 AQUECIMENTO

O processo de aquecimento foi efetuado pela imersdo do Cryotop®, em uma
solucao de aquecimento contendo 1 mol/L de sacarose dissolvido em MM a 37 °C,

com duragcdo de 1 minuto. Os odcitos previamente aquecidos foram transferidos
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para gotas de 300 pL de uma solugao de diluicdo, constituida de MM suplementado
com 0,5 mol/L de sacarose, durante 3 min, seguido por dois enxagues em gotas de

300 pL de MM, cada um com duragdo de 5 min (Hosseini et al., 2012).

3.5 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Apds o aquecimento dos COCs dos grupos vitrificados e a selegéo e
classificagdo dos COCs do grupo fresco, todos foram lavados em PBS com 0,1% de
albumina sérica bovina (BSA), desnudados com auxilio de hialuronidase e
incubados com as respectivas sondas de cada analise. As analises foram realizadas
em um microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse Ci, Nikon 912 Corporation,
Tokyo, JP), ajustando os parametros para que as imagens exibidas no monitor
correspondessem as visualizadas no microscopio. Imagens foram capturadas para
posterior analise de intensidade de fluorescéncia pelo software ZEN 3.9 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 (area em pm?) e teve sua média da
intensidade calculada (Unidades Arbitrarias, U.A), obtendo a intensidade por area
(A.U./Jum?) (Paschoal et al., 2017).

3.5.1 ATIVIDADE MITOCONDRIAL

A atividade mitocondrial foi mensurada de acordo com Leal et al. (2024).
Resumidamente, os odcitos foram incubados a 38,5 °C por 30 min em PBS
suplementado com 100 nM MitoTracker® Red (CMXRos, Molecular Probes). Apds a
incubagéo, os odcitos foram lavados em PBS suplementado com 0,1% de BSA,
posicionados em Iaminas, cobertos com laminulas e analisados em um microscopio
de fluorescéncia equipado com filtros UV (581/644). A avaliacdo foi realizada

seguindo os critérios descritos previamente.

3.5.2 MENSURACAO DOS NIiVEIS DE GLUTATIONA (GSH) E DAS
ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROs)

As analises de mensuragao dos niveis de EROs e GSH, foram realizadas de
acordo com Piras et al. (2018) utilizando 10 nM de 2', 7' diacetato de diclorodihidro-
fluoresceina (H2DCHFDA, Invitrogen™, D399) e 10 mM de 4-clorometil-6,8-difluoro-
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7-hidroxicumarina (CMF2HC, Cell Tracker Blue, Invitrogen™, C12881) que detectam
niveis intracelulares de EROs e GSH como fluorescéncia verde e azul,
respectivamente. Grupos de odcitos de cada grupo experimental foram incubados no
escuro por 30 min a 38,5 °C em atmosfera com 5% de CO2 em PBS suplementado
com BSA 0,1% contendo 10 uM de H2DCFDA e 10 uM de Cell Tracker Blue. Apés o
periodo de incubacédo, os odcitos foram lavados e posicionados entre lamina e
laminula para analise em microscopio de fluorescéncia, utilizando filtros UV (371/464)
para GSH e (485/535) para EROs. A avaliacdo foi conduzida conforme descrito

previamente.

3.5.3 INTEGRIDADE DA ACTINA

A analise de integridade da actina foi adaptada de Leal et al. (2020) e
Scheffler et al. (2022). Os odcitos foram fixados e permeabilizados em uma solugao
de PBS contendo 0,1% de BSA, 0,5% de Triton X-100 e 2% de paraformaldeido por
30 min a 38,5 °C. Apos esse periodo, foram lavados e incubados em PBS com 0,1%
de BSA. Posteriormente, foram corados em solugdo contendo 1 Ul de Alexa Fluor
350 Phalloidin (Invitrogen, Waltham, MA, USA) em PBS com 0,1% BSA por 30 min,
a 38,5° C. Em seguida, foram lavados trés vezes em PBS com 0,1% BSA, colocados
em lamina, avaliados em microscépio de fluorescéncia (Nikon Eclipse Ci, Nikon
Corporation, Toquio, JP) com filtros UV (346/442 nm) e capturadas (Visualizador
Pylon, Basler AG, Exton, PA, EUA) e analisadas para quantificar os niveis de F-

actina intacta por meio da medic¢ao da intensidade de fluorescéncia.

3.6 EXPRESSAO GENICA

Para a inferéncia da competéncia de desenvolvimento dos COCs vitrificados
na presencga ou auséncia da AFP |, a quantidade dos transcritos relacionados a
competéncia oocitaria (BMP15, GDF9, MATER e ZAR-1), estresse (HSP70, PRDX1
e SIRT2) e apoptose (Bcl-2 e BAX) foi avaliada utilizando a técnica de PCR em
tempo real (QPCR).

3.6.1. Extracao do RNA

O RNA total foi extraido de trés pools, cada um contendo cinco COCs de

cada grupo experimental, tratados com DNase, utilizando o kit Rneasy Micro Kit
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(Qiagen, Valencia, USA), de acordo com as orientagdes fornecidas pelo fabricante.
A quantificagdo do RNA extraido em cada pool foi feita em espectrofotdmetro
(Nanodrop Lite, ThermoFisher Scientific, Wilmington, DE, USA).

3.6.2 Transcrigcao reversa

A transcrigao reversa realizou-se utilizando a enzima SuperScript IV Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) em todas as amostras com a mesma
concentracdo de RNA. A reacdo de transcricdo reversa foi realizada em dois passos:
o primeiro mix continha primers oligo (dT)20, mistura de dNTPs, agua livre de
nucleases e o molde de RNA, com volume total de 13 pL por amostra; o segundo
mix continha Superscript IV Reverse Transcriptase, inibidor de RNase RNaseOUT,
DTT e tampao Superscript IV RT, com volume total de 7 yL por amostra, totalizando
um volume final de 20 uL. Em seguida, cada amostra do primeiro mix foi incubada a
65 °C por 5 min, seguida de 4 °C por 3 min, momento em que o segundo mix foi
adicionado. Apos isso, a sintese de cDNA foi realizada a 50 °C por 10 min, 80 °C por
10 min e 4 °C por 1 min. Por fim, as amostras foram resfriadas em gelo ou
armazenadas a —20 °C até a realizagao da reagcdo de PCR quantitativa em tempo
real (QPCR).

3.6.3 Amplificagao

A quantificacao relativa foi realizada em triplicatas utilizando qPCR (Applied
Biosystems QuantStudio 3, Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA). Os
primers utilizados estdo descritos na Tabela 5. As reagdes, com volume total de 20
uL, foram preparadas com uma mistura contendo 10 uL do kit SYBR Green (Power
SYBR Green, Applied Biosystems), 0,1 uM de primers, agua livre de nucleases e 0,5
ML de cDNA transcrito reversamente. Controles negativos, compostos pelo mix da
reacdo de PCR sem acidos nucleicos, também foram processados junto a cada
grupo de amostras. O cDNA molde foi desnaturado a 95 °C por 15 min, seguido de
40 ciclos de desnaturacao a 94 °C por 15 s, anelamento dos primers a 60 °C por 30
s e extensdo a 72 °C por 30 s. Os dados de fluorescéncia foram adquiridos durante
as etapas de extensdo. Apds cada corrida de PCR, uma analise da curva de melting
foi realizada para confirmar a formagéao de um unico produto especifico. A eficiéncia
dos primers foi calculada utilizando o software LinRegPCR (Ramakers et al., 2003)

para cada reacao, apresentando as seguintes médias: 1,98 para BMP15 (proteina
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morfogenética dssea), 1,97 para GDF9 (fator de crescimento e diferenciagao), 1,92
para MATER (gene materno necessario para o embriao), 1,92 para ZAR1 (bloqueio
zigotico 1), 1,96 para HSP70 (proteina de choque térmico), 1,97 para PRDX1
(Peroxiredoxina), 1,99 para SIRT2 (sirtuina), 1,94 para BCL-2 (Linfoma de células B)
e 1,95 para BAX (proteina associada a Bcl-2 tipo X). A quantificacao relativa foi
realizada pelo método comparativo Ct (2 “22¢t) utilizando o software REST 2008
(Livak; Schmittgen, 2001). A expressdo de cada gene alvo foi normalizada pela
média geométrica dos valores de GAPDH. A estabilidade do gene de referéncia foi
calculada conforme a metodologia descrita por Pfaffl et al. (2004), utilizando a

ferramenta BestKeeper no Excel.
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Tabela 5. Sequéncias, tamanhos e referéncias dos primers utilizados para a
realizacdo do PCR em tempo real dos complexos cumulus-oécitos frescos e

vitrificados com e sem proteina anticongelante tipo | (AFP 1) de ovinos.

Genes Sequéncia dos primers Tamanho Referéncias
do produto

(bp)

F: GACAGCCCTCTAATGCCCTC

BMP15 R: CCAATGGTGCGGTTCTCTCT 187 NM_00116589
81
GDF9 F: AGTTCAGATTGCAGCGGGGTG 264 NM_00116590
R: GATGTGAAGAGCCGAGCAGT 01
MATER F: CAGCCTCCAGGAGTTCTTTG 212 Bebbere et al.,
R: GACAGCCTAGGAGGGTTTCC 2008
ZAR1 F: CATCCGATGGGAAAGTGCCT 241 XM_02325223
R: GCTGTCACAGGATAGGCGTT 8.2
HSP70 F: GGCATCGATGTCGAAGGTCA 129 XM_01983038
R: ATCCAGGTGTACGAGGGTGA 6.3
PRDX1  F: CCCCACGGAGATCATTGCTT 181 XM_00399003
R: AATGGTACGCTTGGGGTCTG 5.5
F: GCCAGACTGACCCTTTCCTC 145 Ishikawa et al.,
SIRT2 R: GGTGGTGGAGAATTCCTGGG 2013.
BCL-2 F: GTCGCTACCGTCGTGACTTC 214 Chakravarthi et
R: CAGACATGCACCTACCCA al., 2015
BAX F: ATGCGTCCACCAAGAAGCTCAG 566 Chakravarthi et
R: CCCCAGTTGAAGTTGCCATCAG al., 2015

*F: forward; R: reverse; BMP15: bone morphogenetic protein 15; GDF9: growth
differentiation factor 9; MATER: Maternal antigen that embryo requires; ZAR1: zygote
arrest 1; HSP70: 70 kilodalton heat shock protein; PRDX1: peroxiredoxin-1;, SIRT2:
sirtuin 2; BCL-2:B-cell lymphoma 2; BAX: Bcl-2-associated X protein.
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3.11 ANALISE ESTATISTICA

Todas as variaveis foram submetidas ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk e ao teste de homocedasticidade de Levene. Os dados nao paramétricos
(atividade mitocondrial, niveis de EROs e GSH) foram submetidos ao teste de
Kruskal Wallis seguido post hoc de Dunn. Ja os dados de integridade da actina
foram submetidos a Anova seguida de Tukey. O software utilizado foi Bioestat

versao 5.3, com intervalo de confianga de 95% e valor de P<0,05 como significativo.
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4 RESULTADOS
4.1 ATIVIDADE MITOCONDRIAL

Nao houve diferengas significativas entre o grupo fresco e AFP+. Ja o grupo
AFP- obteve menor atividade mitocondrial quando comparado aos demais (P<0,05),

conforme ilustrado nas Figuras 1 e 2.

Fresco AFP - ATP +

Atividade
mitocondrial

Figura 1: Odcitos ovinos imaturos, frescos e vitrificados, com ou sem proteina
anticongelante tipo | (AFP 1), corados com MitoTracker Red para avaliacdo da
atividade mitocondrial.

*Grupos experimentais: fresco: controle positivo; AFP-: grupo sem suplementagao
de AFP | (0,0 ug/mL) e AFP+: grupo suplementado com 0,25 pg/mL de AFP I.

Niveis intracelulares de atividade

160,00 mitocondrial
140,00
120,00
100,00 b
80,00
60,00
40,00

20,00

0,00

Fresco AFP - AFP +

Figura 2: Efeito da proteina anticongelante tipo | (AFP 1) na solugdo de equilibrio e
vitrificagdo sobre a atividade mitocondrial, mensurada pela intensidade de
fluorescéncia/pm?, em odcitos ovinos imaturos, frescos e vitrificados, corados com
MitoTracker Red.

*Grupos experimentais: fresco: controle positivo; AFP-: grupo sem suplementagao
de AFP | (0,0 ug/mL) e AFP+: grupo suplementado com 0,25 pg/mL de AFP I.

**Letras diferentes significam diferenga estatistica entre os grupos (P<0,05).
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4.2 MENSURAGCAO DE EROs e GSH
O grupo AFP+ apresentou maiores (P<0,05) niveis intracelulares de EROs
quando comparado com os grupos fresco e AFP-, que nao apresentaram diferenca

entre si (P>0.05). Nao foi encontrada diferengca nos niveis intracelulares de

glutationa entre os grupos (figuras 3 e 4).
Fresco AFP - AFP +

Espécies reativas
de oxigénio

Glutationa

50 pm 50 ym 50 ym

Figura 3: Odcitos ovinos imaturos, frescos e vitrificados, com ou sem proteina
anticongelante tipo | (AFP 1), corados com 2'.7'- 932 dichlorodihydrofuorescein
diacetate (H2DCFDA, Invitrogen™, D399) e 4-chloromethyl-6,8-difluoro-7-
hydroxycoumarin (CMF2HC, Cell Tracker Blue, Invitrogen™, C12881) para
mensuragao de niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
glutationa (GSH), respectivamente.

*Grupos experimentais: Fresco: controle positivo; AFP-: grupo sem suplementagao

de AFP | (0,0 ug/mL) e AFP+: grupo suplementado com 0,25 pg/mL de AFP I.
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Niveis intracelulares de EROs Niveis intracelulares de GSH

70,00 35,00
a

60,00 30,00

50,00 b 25,00

40,00 ’ 20,00
30,00 15,00
20,00 10,00
10,00 5,00

0,00

0,00
Fresco AFP - AFP + Fresco AFP - AFP +

Figura 4: Efeito da proteina anticongelante tipo | (AFP I) na solugédo de vitrificagédo
na mensuragao dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) e glutationa
(GSH), mensurada pela intensidade de fluorescéncia/um?, em odcitos ovinos
imaturos, frescos e vitrificados, corados respectivamente com H2DCFDA,
Invitrogen™, D399 e CMF2HC, Cell Tracker Blue, Invitrogen™, C12881.

*Grupos experimentais: fresco: controle positivo; AFP-: grupo sem suplementacao
de AFP | (0,0 ug/mL) e AFP+: grupo suplementado com 0,25 pg/mL de AFP I.

**Letras diferentes significam diferenga estatistica entre os grupos (P<0,05)

4.3 RAZAO ENTRE EROs E GSH

Ao realizar a razdo entre EROs e GSH baseado nos valores obtidos
anteriormente, foi observado que o grupo AFP+ obteve maiores niveis de
intensidade (P<0,05) quando comparado aos grupos fresco e AFP-. Ja o fresco ndo

apresentou diferenga em relagéo aos outros grupos (figura 5).
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Niveis intracelulares de EROs/GSH
450
4,00
3,50 ab
3,00 b
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

g

Fresco AFP - AFP +

Figura 5: Valores da razéo de intensidade de fluorescéncia entre espécies reativas
de oxigénio (EROs) e glutationa (GSH) em odcitos de ovinos.

*Grupos experimentais: fresco: controle positivo; AFP-: grupo sem suplementagao
de AFP | (0,0 ug/mL) e AFP+: grupo suplementado com 0,25 pg/mL de AFP I.

**Letras diferentes significam diferenga estatistica entre os grupos (P<0,05)

4.4 INTEGRIDADE DA ACTINA

O grupo fresco apresentou uma quantidade significativamente maior de
oocitos que possuiam filamentos de actina integros (P<0,05) em comparagao aos
grupos AFP- e AFP+, que ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa

entre si (Figura6e 7.)
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18,00

Fresco AFP - AFP +

Figura 6: Efeito da proteina anticongelante tipo | (AFP I) na solu¢do de vitrificagao
na integridade de actina em odcitos ovinos imaturos, frescos e vitrificados, corados
com Alexa Fluor 350 Phalloidin.

*Grupos experimentais: fresco: controle positivo; AFP-: grupo sem suplementagao
de AFP | (0,0 ug/mL) e AFP+: grupo suplementado com 0,25 pg/mL de AFP I.

**Letras diferentes significam diferenga estatistica entre os grupos (P<0,05)

Fresco AFP - AFP +

integridade da
actina

Figura 7: Odcitos imaturos de ovinos, frescos e vitrificados, com ou sem proteina
anticongelante tipo | (AFP 1), corados com corados com Alexa Fluor 350 Phalloidin
para analise de integridade de actina.

*Grupos experimentais: fresco: controle positivo; AFP-: grupo sem suplementagao
de AFP | (0,0 ug/mL) e AFP I: grupo suplementado com 0,25 ug/mL de AFP I.
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4.5 EXPRESSAO GENICA

Os resultados da analise de expressao génica estao apresentados na figura 8.
Os genes BMP15, MATER e ZAR1 apresentaram-se up-regulated no grupo AFP-
em comparacao com o grupo fresco. Comparando os grupos vitrificados, os genes
BMP15 e ZAR1 estavam up-regulated no grupo AFP-. De forma geral, o grupo AFP+
obteve grande similaridade no padrédo de expressao génica em relagdo ao grupo
fresco, exceto com relagdo ao gene MATER, que estava down-regulated no grupo
fresco e similar entre os grupos vitrificados. Os genes GDF9, HSP70, PRDX1, SIRT2,

BCL2 e BAX, néo apresentaram diferenga estatistica entre os grupos experimentais.

[l Fresco [ AFP- ] AFP +

Gene expression

BMP15 GDF9 MATER ZAR1 HSP70 PRDX1 SIRT2 BCL2 BAX
GENES

Figura 8: Efeito da proteina anticongelante tipo | (AFP I) na solugao de vitrificacao
na expressao dos genes BMP15, GDF9, HSP70, GAPDH, MATER, ZAR1, BAX,
BCL2, B-ACT, H2AFZ, PRDX1 e SIRT2 de oécitos imaturos vitrificados de ovelhas.
*Grupos experimentais: fresco: controle positivo; AFP-: grupo sem suplementacéo
de AFP | (0,0 ug/mL) e AFP+: grupo suplementado com 0,25 pg/mL de AFP I.
**Letras diferentes significam diferenga estatistica entre os grupos (P<0,05)

*** BMP15: bone morphogenetic protein 15; GDF9: growth differentiation factor 9;
MATER: Maternal antigen that embryo requires; ZAR1: zygote arrest 1; HSP70: 70
kilodalton heat shock protein;, PRDX1: peroxiredoxin-1; SIRT2: sirtuin 2; BCL-2: B-
cell lymphoma 2; BAX: Bcl-2-associated X protein.
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5. DISCUSSAO

Este estudo investigou, pela primeira vez na espécie ovina, o impacto da
adicao de 250 ng/mL de AFP | na qualidade de COCs imaturos apds a vitrificacdo. A
principal hipétese para a realizacdo desse estudo foi a de que a adicido de AFP I
teria um efeito crioprotetor sobre os oécitos, promovendo uma melhor preservagao
de sua qualidade apos vitrificagao (Wen et al., 2014; Rahman et al., 2019). De forma
geral, observou-se que o grupo tratado com AFP (AFP+) manteve um perfil de
expressao génica semelhante ao do grupo fresco, exceto pelo gene MATER, que
apresentou um aumento significativo em relagao a este. Além disso, em comparagao
ao fresco, o grupo AFP+ demonstrou niveis intracelulares de atividade mitocondrial
semelhantes, porém exibiu maiores niveis de EROs e uma quantidade menor de
oocitos com filamentos de actina integros. O grupo vitrificado sem AFP (AFP-)
apresentou um aumento significativo na expressdo dos genes relacionados a
competéncia oocitaria, como BMP15, MATER e ZAR1. No entanto, nas analises
metabdlicas, esse grupo demonstrou menores niveis de atividade mitocondrial em
comparagao com grupo fresco e AFP+, EROs semelhantes ao fresco e integridade
dos filamentos de actina semelhantes ao AFP+. Além disso, na relagdo entre EROs
e GSH, embora o grupo AFP+ tenha apresentado niveis mais elevados de EROs, o
equilibrio entre a defesa antioxidante e o estresse oxidativo nao apresentou
diferengas ao observado no grupo fresco.

Conforme mencionado anteriormente, o perfil de expressdo génica no grupo
AFP+ apresentou niveis semelhantes aos observados no grupo fresco. Esses
resultados sugerem que a adigdo de AFP | durante a vitrificacdo exerceu um efeito
protetor, contribuindo para a regulagédo dos genes e mantendo sua capacidade de
lidar com o estresse da vitrificacdo e progredir. Esse efeito ja foi evidenciado em
estudos com felinos onde a concentragcdo de 1 pg/mL de AFP | foi capaz de
preservar a expressao geral dos genes em niveis semelhantes aos observados em
COCs frescos (Leal et al., 2024) e camundongos com a AFP Il que manteve os
niveis semelhantes também ao fresco (Jo et al., 2011), destacando o papel da AFP
na preservagao da integridade da expressdo génica durante o processo de
vitrificagdo. O gene MATER, que desempenha um papel crucial no desenvolvimento
embrionario e na competéncia oocitaria (Cajas et al., 2020; Tong et al., 2000),

apresentou aumento significativo no grupo AFP+, mesmo sob o estresse causado
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pela vitrificacdo. Este aumento sugere que a expressdao de MATER pode ser mais
sensivel a processos de criopreservagao, mesmo na presenga das AFPs, indicando
uma possivel resposta adaptativa a preservacao da qualidade dos oécitos. Estudos
mostram que MATER contribui significativamente para a foliculogénese e para
fungdes essenciais, como o processamento de RNA, a regulacdo metabdlica e a
organizacao da rede citoplasmatica (Tong et al., 2000; Pennetier et al., 2004; Urrego
et al., 2015). Odcitos com niveis elevados desse gene tendem a exibir maior
competéncia para o desenvolvimento, refletida em taxas superiores de formacéo de
blastocistos, como observado em bovinos (Urrego et al., 2015). Por outro lado, em
oocitos com menor viabilidade, como os envelhecidos, observa-se uma redugao na
expressado de MATER (Lu et al., 2016), reforcando sua importancia como marcador
de qualidade oocitaria. Assim, as alteragbes na expressdao de MATER,
particularmente em condicbes de estresse como a vitrificagcdo, parecem estar
diretamente ligadas a competéncia de desenvolvimento, evidenciando sua
relevancia tanto na preservacdo quanto na melhora da qualidade dos odcitos.

O grupo AFP- exibiu aumento significativo na expressédo dos genes
relacionados a competéncia oocitaria BMP15, MATER e ZAR1. O gene BMP15,
desempenha um papel crucial no desenvolvimento ovariano e na maturagdo dos
foliculos primarios (Han et al., 2015) e o gene ZAR1, esta envolvido na regulagdo da
maturacdo meidtica dos odbcitos (Rong et al, 2019). Estudos anteriores
demonstraram que odcitos ovinos vitrificados apresentam qualidade inferior em
comparagao aos oocitos frescos (Hosseini et al., 2015). Essa diferenca pode ser
explicada, em parte, pelas alteragbes na expressdao de genes relacionadas a
resposta ao estresse, como o HSP70, cuja superexpressdo durante o processo de
vitrificagdo e aquecimento esta associada a degeneracgao citoplasmatica e a reducao
da viabilidade dos odcitos (Kasman et al., 2020). Dessa forma, no grupo vitrificado
sem a protegdo da AFP seria esperado um perfil de expressédo génica
predominantemente alinhado a resposta ao estresse, em vez de uma elevacao na
expressao de genes associados a competéncia oocitaria, que sao fundamentais
para a qualidade e o potencial de desenvolvimento dos odcitos (Adeniyi et al., 2023).
Dessa maneira, acredita-se que a superexpressdao dos genes de competéncia
oocitaria, observada no grupo AFP-, ndo é necessariamente benéfica, ja que o
excesso de proteinas ou moléculas especificas na célula, por exemplo, pode

desencadear interagdes indesejadas, comprometendo sua viabilidade (Prelich, 2012).
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Assim, essa superexpressdao pode desestabilizar as fungbes celulares, gerando
estresse e prejudicando processos essenciais, como o equilibrio metabdlico e a
integridade estrutural da célula (Sopko et al., 2006). Ja foi relatado que a
superexpressdao de BMP15 em odcitos de camundongos durante a foliculogénese
acelera o crescimento dos foliculos e reduz a reserva ovariana de forma precoce, o
que pode comprometer a natureza poliovulatoria desses animais e prejudicar sua
funcdo ovariana ao envelhecerem (Mcmahon et al., 2008). Além disso, estudos
realizados também com camundongos indicam que a superexpressdo do gene
ZAR1 pode ser prejudicial para o odcito, pois, o0 excesso dessa proteina
desestabiliza o controle da maturagdo, aumentando o estresse celular e
comprometendo sua qualidade. Esse desequilibrio também pode reduzir a
viabilidade do odcito, afetando seu desenvolvimento, seu potencial de fertilizacao e,
possivelmente, provocando paradas no desenvolvimento embrionario em estagios
iniciais (Sopko et al., 2006; Hu et al., 2010). Ao se observar os grupos vitrificados,
AFP- e AFP+, ndo foram evidenciadas diferengas significativas para a maioria dos
genes analisados, exceto para BMP15 e ZAR1, nos quais o grupo AFP- apresentou
uma expressdao aumentada em comparagdo ao grupo AFP+. Isso reforga que, a
superexpressao de genes no grupo AFP- ndo resulta em bons resultados, sugerindo
que o aumento na expressdo desses genes pode representar uma resposta
compensatéria ao estresse induzido pela criopreservagao, especialmente em
auséncia da protecao adicional oferecida pela AFP I.

A maturagdo oocitaria € um processo metabolicamente exigente, que
demanda altas quantidades de ATP, e para que os o6citos completem esse
processo com sucesso, € essencial a presenca de um numero adequado de
mitocdndrias funcionais, que garantam a produgao energética necessaria (Kirillova et
al.,, 2021). A integridade e a atividade mitocondrial, portanto, sao parametros
indicativos da viabilidade dos odcitos e de sua competéncia para continuar o
desenvolvimento (Belli et al., 2021). Portanto, a baixa intensidade mitocondrial
observada no grupo AFP- sugere um metabolismo mitocondrial deficiente, o que
pode prejudicar a progressao meiotica dos oocitos e reduzir sua capacidade de
maturacdo. O aumento da atividade mitocondrial também pode indicar que as
células estao respondendo a danos celulares, como observado no estudo de Seli,
Wang e Horvath (2019). Situagbes de estresse, como aquelas induzidas pelo

processo de criopreservagao, podem levar a um aumento na demanda energética,

40



fazendo com que as mitocondrias intensifiquem sua atividade (Tiwari, Belenghi e
Levine, 2002). Esse aumento, embora positivo em termos de producdo de energia,
também pode estar diretamente associado ao aumento de EROs, uma vez que a
célula possivelmente busca compensa-lo por meio da intensificacdo do metabolismo
mitocondrial (Wu, Wu e Wei, 2014). Esse mecanismo de compensacao pode ser
uma forma da célula se adaptar para manter a energia necessaria em condigcdes
dificeis. No entanto, o aumento constante de EROs pode sobrecarregar as defesas
antioxidantes da célula. Se esse equilibrio for rompido, a célula pode sofrer danos
oxidativos, afetando seu DNA, proteinas e lipidios, o que acabaria prejudicando sua
funcao e comprometendo a qualidade e viabilidade do odécito (Hamdan et al., 2016;
Cobley, 2020; Hardy et al., 2021). Dessa maneira, o excesso de EROs pode causar
estresse oxidativo e danos as estruturas celulares (Tatone et al., 2010), incluindo as
préprias mitocéndrias, resultando em alteragcbes em sua fungdo e potencialmente
comprometendo a viabilidade oocitaria a longo prazo. Embora o aumento da
atividade mitocondrial nos grupos fresco e AFP+ possa inicialmente sugerir uma
maior capacidade de geragdo de energia, ele também aponta para possiveis danos
celulares e um aumento no estresse oxidativo. Esses fatores podem afetar
significativamente a qualidade dos odcitos, comprometendo sua integridade e
viabilidade.

O resultado de atividade mitocondrial indica que o grupo AFP+ apresentou
niveis mais elevados de atividade mitocondrial em comparacdo ao AFP-, com
valores semelhantes ao grupo fresco. Além disso, o grupo fresco apresentou a maior
proporgao de odcitos integros em comparagao aos grupos AFP+ e AFP-. Resultados
similares ja foram relatados com COCs de felinos, onde a concentracdo de 0,5
Mg/mL mostrou resultados semelhantes entre o controle fresco e o grupo tratado
com AFP I, além de menor integridade dos filamentos de actina nos grupos nao
tratados (Leal et al., 2024). O grupo AFP+ também apresentou niveis mais elevados
de EROs em relagdo aos grupos fresco e AFP-. Esse padrdo de aumentos no AFP+
contém uma relagao, visto que o aumento de EROs pode estar associado a uma
maior atividade mitocondrial, e que esse aumento das EROs danifica os filamentos
de actina. Essas observagdes levantam algumas hipéteses: (i) o tratamento com
AFP | pode néo ter gerado os resultados esperados, sugerindo que a concentragéo
de 250 ng/mL elevou a producédo de energia no odcito devido ao estresse induzido

pela vitrificacdo, o que resultou em um aumento nos niveis de EROs (Turrens et al.,
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2003) e no comprometimento do metabolismo oxidativo celular; e (ii) o aumento de
EROs no grupo (AFP+) pode também ter ocorrido como uma resposta
compensatoéria (Xie et al., 2011). Os EROs podem aumentar como uma forma de
compensagao nos odcitos, especialmente em situacbes de estresse ou
envelhecimento, e esse aumento pode ser benéfico e protetor, desde que haja um
equilibrio entre a producao de EROs e a agao dos antioxidantes (Boudoures e Moley,
2015; Mihalas et al., 2017; Cao et al., 2022). Embora ndo tenha sido possivel
observar diferengas significativamente estatisticas nos niveis de GSH, outros
antioxidantes podem ser testados em combinagdo com a AFP para reduzir o
estresse oxidativo. Estudos com antioxidantes como astaxantina (suinos), acetil-L-
carnitina, N-acetil-L-cisteina, acido a-lipoico (camundongos), melatonina e
resveratrol (camundongos) demonstraram efeitos benéficos apos a vitrificagdo de
oaocitos, incluindo aumento das taxas de sobrevivéncia e desenvolvimento, além da
reducao dos niveis de EROs (Aghaz et al., 2020; Truong e Gardner, 2020; Xiang et
al., 2021).

Ha diversos estudos que indicam as vantagens da AFP na integridade do
citoesqueleto e na diminuicdo de EROs. Lee et al. (2015) e Wen et al. (2014) que
indicam que a AFP Ill, além de melhorar a qualidade dos odcitos murinos e
favorecer o desenvolvimento embrionario, reduz a produgdo de EROs e contribui
positivamente para a preservacdo da estrutura e funcdo dos oodcitos durante a
vitrificagdo, mantendo a integridade dos microtubulos, filamentos de actina e da
estrutura cromossémica. Porém, como se pode observar, os resultados indicam que
ambos os resultados ndo foram satisfatérios no grupo AFP+ nas anadlises
metabdlicas, isso pode ser explicado pelo impacto da criopreservagao, que afeta a
viabilidade celular e as fungdes mitocondriais devido ao estresse térmico e formacgéao
de cristais de gelo (Cao et al.,, 2022; Comizzoli, 2023). Outra possibilidade é o
aumento EROs, que compromete o equilibrio redox e a integridade celular (Hardy,
Day e Morris, 2021). A combinacdo desses fatores pode ter influenciado os
resultados, além do fato que os odécitos sdo altamente sensiveis ao processo de
criopreservagao devido a sua estrutura delicada, especialmente em odcitos ovinos,
que apresentam uma grande vulnerabilidade a oxidagao (Bogliolo et al., 2007).
Como ja demonstrado, diversos estudos apontam que as AFPs promovem efeitos
benéficos, portanto, para que se possa saber o efeito da AFP | em odcitos ovinos

com mais clareza, mais estudos devem ser realizados, pois, apesar de ser possivel
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observar algum efeito nas analises de expressao génica no presente estudo, néo é
possivel afirmar que a AFP | auxilia otimizando o processo vitrificagcdo, sendo
necessario explorar mais variaveis para compreender plenamente os mecanismos
de acdo e seus impactos na qualidade odcitaria. Além disso, € necessario um
numero maior de COCs para obter uma analise estatistica mais robusta, bem como
realizar analises adicionais, como maturagao in vitro, a fertilizacdo in vitro e o
desenvolvimento embrionario para uma melhor compreensao dos resultados.
Ademais, € fundamental avaliar o impacto de diferentes concentracbes de AFP |
para determinar a dosagem mais eficaz e seus efeitos na qualidade oocitaria.

Ainda nao existem dados sobre odcitos ovinos suplementados com AFPs na
literatura, nem um consenso sobre a concentracao ideal de AFP a ser utilizada para
a criopreservagao de oocitos nas demais espécies. De forma geral, a AFP | tem
demonstrado resultados favoraveis na criopreservagcdo de sémen e embrides
(Correia et al., 2021). Estudos com AFP | em odcitos felinos mostraram que a
concentragdo de 1 ug/mL produziu os melhores resultados mantendo a integridade
dos odcitos, melhorando os aspectos morfoldgicos, estruturais e moleculares (Leal
et al., 2024). Ja em odcitos de camundongos suplementados com AFP lll, as
concentragbes de 500 ng/mL (Jo et al., 2011) e 0,1 mg/mL (Lee et al., 2015)
mostraram-se eficazes, promovendo maior taxa de sobrevivéncia, clivagem e
blastocisto. De modo geral, a maioria dos estudos apresentados na literatura sao
recentes, visando descobrir a concentragao ideal de AFP para cada espécie. Como
mencionado acima, ndo ha dados acerca da criopreservagao de ovinos com nenhum
tipo de AFP ou AFGP, portanto, foi adotada uma concentragdo aproximada com
base em estudos realizados com odcitos bovinos (Correia et al., 2021), nos quais a
concentracdo de 1 mM de AFGP8 (aproximadamente 2,6 pg/mL) proporcionou
maiores taxas de sobrevivéncia e clivagem quando comparado ao grupo controle
ndo tratado (Liang et al., 2020). Além disso, concentragées de 500 ng/mL e 1000
ng/mL de AFP IIl também foram avaliadas, com resultados indicando melhorias no
desenvolvimento embrionario até o quinto dia de cultura, apesar dos efeitos
benéficos ndo se manterem até a formacgao do blastocisto (Chaves et al., 2016). Até
o presente momento, ainda ha muitas lacunas acerca do uso de AFPs na
criopreservagao de oocitos, especialmente sobre a concentragao ideal e o tipo mais

adequado. Estudos futuros devem explorar diferentes concentragdes, considerando
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as particularidades dos odcitos ovinos, para aprimorar sua aplicagdo na preservagao

da qualidade oocitaria e nas biotecnologias reprodutivas.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS
6.1 CONCLUSOES

No contexto experimental analisado, a AFP | apresentou efeitos benéficos em
aspectos moleculares, conforme demonstrado pelos padrées de expressao génica, e
em parametros metabdlicos, como a atividade mitocondrial e o equilibrio entre EROs
e GSH reduzida. Contudo, os resultados referentes a integridade dos filamentos de
actina ndo foram satisfatérios, limitando a possibilidade de conclusdes abrangentes
sobre o impacto global da AFP I. Os resultados obtidos indicam a necessidade de
estudos adicionais para elucidar os mecanismos subjacentes, testar outras

concentragcdes da AFP | e confirmar sua eficacia em diferentes contextos bioldgicos.

6.2 PERSPECTIVAS

Os resultados deste estudo contribuem significativamente para entendermos
os efeitos moleculares, metabdlicos e estruturais da AFP |, destacando seu potencial
como ferramenta biotecnoldgica em contextos especificos. No entanto, as limitagdes
encontradas, como o baixo numero amostral, mostram a importancia de novas
pesquisas para aprofundar o conhecimento sobre o tema. Estudos futuros
investigando o impacto da AFP | em diferentes concentragbes e com um maior
numero de COCs durante a vitrificagdo de odcitos poderdo ser realizados, bem
como, analises de maturagao in vitro, viabilidade oocitaria e aspectos morfologicos

poderao trazer novas perspectivas acerca do efeito da AFP | em odcitos ovinos.
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