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RESUMO GERAL

Apesar da criopreservacgdo oocitaria ser uma importante ferramenta para o intercAmbio de
material genético e producdo in vitro de embribes, em suinos essa biotecnologia ainda é pouco
praticada devido a baixa resisténcia dos ovocitos a esse processo. Porém, estudos demonstram
que o fator de crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF-I) pode regular a sintese de
proteinas durante a resposta celular frente a criopreservacdo, ao passo que a glutationa
reduzida (GSH) pode manter a estabilidade da estrutura nucleoproteica e aumentar a
viabilidade de gametas suinos criopreservados. Portanto, esse trabalho foi conduzido com o
objetivo de avaliar se a maturacdo oocitaria in vitro com IGF-I, e subsequente vitrificacdo
com ou sem GSH, afeta a qualidade oocitéria, a expressdo de genes envolvidos em respostas
antioxidantes, apoptdticas e de estresse, e a competéncia de desenvolvimento embrionario de
oocitos suinos vitrificados. No Experimento 1, os complexos cumulus-o6cito foram
maturados na auséncia ou presenca de IGF-1 (100 ng-mL-1) e entdo vitrificados com ou sem
2,0 mM de GSH. A taxa de maturacdo foi avaliada antes da vitrificacdo e a viabilidade
oocitaria, fragmentacdo do DNA e abundancia relativa de transcritos da proteina X associada
a BCL-2 (BAX), BCL2-likel (BCL2L1), proteina de choque térmico 70 (HSPA1lA),
glutationa peroxidase 1 (GPX1) e superoxido dismutase 1 (SOD1) foram avaliados em
odcitos frescos e vitrificados. No Experimento 2, odcitos frescos e vitrificados foram
fertilizados in vitro e a taxa de desenvolvimento embrionario foi determinada. Enquanto a
adicdo de IGF-1 ao meio de maturacdo ndo teve efeito sobre a maturacdo oocitaria (P<0,05),
esse hormdnio aumentou (P>0,05) a taxa de sobrevivéncia dos o6citos vitrificados. Da mesma
maneira, 0 uso de GSH nos meios de vitrificagdo também melhorou (P<0,05) a viabilidade
oocitaria ap0s o reaquecimento. Entretanto, as maiores taxas de células vivas com DNA
integro foram encontradas no grupo de odcitos maturados na presenca de IGF-I e vitrificados
com GSH. Os efeitos positivos do IGF-1 e GSH sobre a sobrevivéncia oocitaria foram
acompanhados do aumento na abundancia relativa de transcritos de HSPA1A e GPX1,
respectivamente, e uma diminuicdo da expressdo do gene BAX. Apesar das diferencas
observadas no experimento I, nenhuma diferenga (P>0,05) foi encontrada entre os grupos de
odcitos vitrificados para os parametros de fertilizacdo e desenvolvimento embrionario. Em
conclusdo, suplementar o0 meio de maturagdo com 100ng-mL-1 de IGF-I e as solucdes
vitrificantes com 2mM de GSH melhora a qualidade e a criotolerancia de odcitos suinos
maturados in vitro e vitrificados, através de um mecanismo que envolve a expressdo de BAX,
GPX1 e HSPAL1A, além de aumentar as taxas de clivagem e formacdo de blastocisto dos
odcitos vitrificados, os quais apresentaram valores semelhantes aos dos o0citos frescos.

Palavras-chave: Fatores de crescimento. Antioxidantes. Criotolerancia. Suinos.



ABSTRACT

Although oocyte cryopreservation is an important tool for the exchange of genetic material
and the in vitro production of embryos, in pigs this biotechnology is still little practiced due to
the low resistance of the oocytes to this process. However, studies have shown that insulin-
like growth factor I (IGF-1) can regulate protein synthesis during cellular response to
cryopreservation, whereas reduced glutathione (GSH) can maintain the stability of the
nucleoprotein structure and increase the viability of cryopreserved swine gametes. So, the
objective of this study was to evaluate whether in vitro oocyte maturation with IGF-I, and
subsequent vitrification with or without GSH, affects quality, expression of genes involved in
antioxidant, apoptotic and stress response, and embryonic developmental competence of
vitrified porcine oocytes. In Experiment 1, cumulus-oocyte complexes were matured in the
absence or presence of IGF-1 (100 ng-mL™) and then vitrified with or without 2.0 mM of
GSH. The maturation rate was evaluated prior to vitrification, and oocyte viability, DNA
fragmentation and relative abundance of BAX, BCL2-likel (BCL2L1), heat shock protein 70
(HSPA1A), glutathione peroxidase 1 (GPX1) and superoxide dismutase 1 (SOD1) were
evaluated in fresh and vitrified oocytes. In Experiment 2, fresh and vitrified oocytes were
fertilized in vitro and the rate of embryonic development was determined. While the addition
of IGF-I to the maturation medium had no effect on oocyte maturation (P <0.05), this
hormone increase (P> 0.05) the survival rate of vitrified oocytes. Likewise, the use of GSH in
the vitrification/warming media also improved (P <0.05) the oocyte viability after rewarming.
The associated use of IGF-I during maturation and GSH in vitrification process promoted a
highest rate of live cells with integral DNA of IVM vitrified oocytes. The positive effects of
IGF-1 and GSH on oocyte survival were accompanied by an increase in the relative
abundance of HSPA1A and GPX1 transcripts, respectively, and a decrease in BAX gene
expression. Despite the differences observed in experiment I, no significant difference (P>
0.05) was found between the vitrified oocyte groups for the parameters of fertilization and
embryonic development. In conclusion, supplementing the maturation medium with
100ng-mL™ of IGF-1 and vitrification solutions with 2 mM GSH improves the quality and
cryotolerance of in vitro matured vitrified porcine oocytes through a mechanism that involves
the expression of BAX, GPX1 and HSPAL1A, in addition to increasing the rates of cleavage
and blastocyst formation of vitrified oocytes, which presented values similar to fresh oocytes.

Keywords: Growth factors. Antioxidants. Cryotolerance. Swine.



RESUMEN

Aunque la criopreservacion oocitaria es una importante herramienta para el intercambio de
material genético y produccion in vitro de embriones, en cerdos esta biotecnologia todavia es
poco practicada debido a la baja resistencia de los ovocitos a ese proceso. Sin embargo, se ha
demostrado que el factor de crecimiento similar a la insulina tipo | (IGF-I) puede regular la
sintesis de proteinas durante la respuesta celular frente a la criopreservacion, mientras que el
glutation (GSH) puede mantener la estabilidad de la estructura nucleoproteica y aumentar la
viabilidad de los gametos porcinos criopreservados. Por lo tanto, el objetivo de este estudio
fue evaluar si la maduracion oocitéria in vitro con IGF-I, y subsiguiente vitrificacion con o sin
GSH, afecta la calidad, la expresion de genes involucrados en respuestas antioxidantes,
apoptdticas y de estrés, y de la competencia de desarrollo embrionario de ovocitos porcinos
vitrificados. En el experimento 1, los complejos cumulus-oocito fueron madurados en
ausencia o presencia de IGF-I (100 ng-mL™) y luego vitrificados con o sin 2,0 mM de GSH.
La tasa de maduracion fue evaluada antes de la vitrificacion, y la viabilidad oocitaria,
fragmentacion del ADN y abundancia relativa de transcripciones de la proteina X asociada a
BCL-2 (BAX), BCL2-likel (BCL2L1), proteina de choque térmico 70 (HSPA1A) , glutation
peroxidasa 1 (GPX1) y superoxido dismutasa 1 (SOD1) se evaluaron en ovocitos frescos y
vitrificados. En el experimento 2, los ovocitos frescos y vitrificados fueron fertilizados in
vitro y se determiné la tasa de desarrollo embrionario. Mientras que la adicion de IGF-I al
medio de maduracion no tuvo efecto sobre la maduraciéon (P <0,05), esa hormona aumento
(P> 0,05) la tasa de supervivencia de los ovocitos vitrificados. Igualmente, el GSH en los
medios de vitrificaciébn mejord (P <0,05) la viabilidad oocitaria después del recalentamiento.
Sin embargo, las mayores tasas de células vivas con ADN integro fueron encontradas en el
grupo de ovocitos madurados con IGF-I y vitrificados con GSH. Los efectos positivos del
IGF-1 y GSH sobre la supervivencia oocitéaria se acompafaron del aumento en la abundancia
relativa de transcripciones de HSPA1A y GPX1, respectivamente, y una disminucion de la
expresion del gene BAX. A pesar de las diferencias observadas en el experimento I, no se
encontrd ninguna diferencia significativa (P> 0,05) entre los grupos de oocitos vitrificados
para los pardmetros de desarrollo embrionario. En conclusién, suplementar el medio de
maduracién con 100ng-mL™ de IGF-1y las soluciones vitrificantes con 2mM de GSH mejora
la calidad y la criotolerancia de ovocitos porcinos madurados in vitro y vitrificados, a través
de un mecanismo que implica la expresion de BAX, GPX1 y HSPA1A, ademas de aumentar
las tasas de clivaje y formacién de blastocito de los ovocitos vitrificados, los cuales
presentaron valores similares a de los ovocitos frescos.

Palabras clave: Factores de crecimiento. Antioxidantes. Criotolerancia. Cerdos.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A criopreservacdo de gametas é considerada uma ferramenta eficiente para
manutencdo dos recursos genéticos, contribuindo para a pesquisa e desenvolvimento de
tecnologias de reproducdo assistida. A criopreservacdo oocitaria é realizada através da
vitrificacdo, processo que utiliza altissimas taxas de resfriamento, pois apresenta resultados
melhores do que os processos de congelamento lento. Entretanto, apresar de ser a metodologia
de eleicdo, o processo de vitrificacdo gera danos a estrutura do odcito, afetando sua
capacidade de sobrevivéncia, fertilizacdo e desenvolvimento ap6s o descongelamento.

Na espécie suina, 0s 00citos sdo altamente sensiveis ao resfriamento e congelamento
devido a grande quantidade de lipidios presentes no citoplasma, o que os torna altamente
suscetiveis ao estresse oxidativo gerados pelo processo de criopreservacdo. Diante dessa
situacdo, a adicdo de glutationa reduzida (GSH) aos meios de vitrificacdo pode auxiliar o
o0cito a combater as espécies reativas ao oxigénio, protegendo as estruturas oocitarias do
estresse oxidativo durante a vitrificagdo. I1sso ocorre devido ao fato da GSH ser um importante
antioxidante ndo enzimatico, que desempenha um papel crucial como protetor celular e na
manutencdo do status redox intracelular. Baseado nisso, trabalhos demonstram que a
suplementacdo de meios de maturacdo com GSH melhora a funcdo mitocondrial e a regulagéo
do estado redox celular (TRAPPHOFF et al., 2016), e sua adi¢cdo aos meios de criopreservagédo
estabiliza a estrutura de nucleoproteinas dos espermatozoides suinos (YESTE et al., 2014) e
aumenta a taxa de desenvolvimento de blastocistos em odcitos de camundongo vitrificados
(MoAWAD; TAN; TAKETO, 2017).

A composi¢do dos meios de maturagdo in vitro também tem forte impacto na
qualidade do ovdcito e na criotolerancia dos mesmos. Pensando nisso, a suplementacéo de
meios de maturacdo com fatores que podem melhorar a qualidade oocitéria e auxilia-los no
combate ao frio, é outra alternativa para melhorar os resultados pds descongelamento. Varios
trabalhos demonstraram que a suplementacdo dos meios de maturacdo oocitaria e cultivo

embrionario com fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-I) estimula a
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maturacdo oocitéria, promove o desenvolvimento de blastocistos e diminui a taxa de apoptose

em o0citos e blastocistos. Wasielak et al. (2013) demonstraram que o IGF-1 na concentracdo
de 100ng-ml™ no meio de maturag&o oocitaria aumenta a razao entre genes antiapoptitocos
(BCL2L1) e apoptoticos (BAX) em blastocistos suinos, o que esta relacionado com
blastocistos de qualidade superior. Adicionalmente, além de reduzir a apoptose, o IGF-I
também aumenta a expressao de proteinas que estdo envolvidas na protecdo celular contra o
choque térmico (PAN et al., 2015)

Neste contexto, as hipoteses deste estudo foram que (1) a adicdo de IGF-I no meio
IVM melhora a criotolerdncia de odcitos suinos através das vias antiapoptéticas e de
sinalizacdo de choque térmico; e (2) a suplementacdo de meios de Vvitrificacdo e
reaquecimento com GSH protege 0 odcito do estresse oxidativo e auxilia na manutencao da
estrutura nuclear. Para testar essas hipéteses, o presente estudo teve como objetivo determinar
se suplementar 0 meio de maturacdo in vitro (MIV) com 100ng-mL™ de IGF-I e adicdo de
2mM GSH aos meios de vitrificacdo e reaquecimento alteram a viabilidade, integridade do
DNA e competéncia de desenvolvimento embrionario dos odcitos suinos MIV e vitrificados,
bem como a abundancia relativa de transcritos de genes envolvidos em respostas
antioxidantes (GPX1 e SOD1), apoptédticas (BAX, BCL2L1) e de estresse (HSPALA).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Oogénese

A oogénese pode ser definida como o conjunto de processos que compreende o
desenvolvimento e diferenciacdo das células germinativas primordiais da fémea, até a
formacdo do odcito haploide apto a ser fecundado (MARTIN, 2008). Esse processo se inicia
antes do nascimento, mas somente alguns oocitos conseguem completa-lo meses ou anos mais
tarde no animal adulto, apds a fecundagdo.

De acordo com Van Den Hurke Zhao (2005), o processo de formagéo de odcitos inclui
sete passos: a geracdo de células germinativas primordiais (CGP); a migracdo dessas células

para as gbnadas; a colonizacdo das gbnadas pelas CGP; a diferenciacdo das CGP em
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ovogonias; a proliferacdo das ovogonias; a iniciagdo da meiose; e a parada meidtica em

préfase 1.

Portanto, a oogénese se inicia ainda durante a vida fetal, no momento em que as CGP
colonizam a gonada indiferenciada, e se diferenciam em ovogonias, que por sua vez dao
origem a todos os odcitos da gbnada feminina. As ovogonias passam por sucessivas mitoses e
entram na primeira divisao meidtica, quando passam a ser denominadas de 00citos primarios
ou imaturos. Esse processo de meiose é interrompido (primeira parada) no estagio de
dipléteno da profase I, no qual o o6cito permanece até o inicio da maturagdo oocitaria no
periodo da maturidade sexual.

2.2 Maturacéo oocitaria

Desde que a fertilizacdo in vitro (FIV) tornou-se uma realidade, tem-se dado crescente
atencdo ao conhecimento dos eventos fisioldgicos relacionados ao desenvolvimento do
gameta feminino. Vérios fatores atuam de maneira a tornar o oécito imaturo habil para ser
normalmente fertilizado e se desenvolver em um embrido vidvel. A maturacdo inadequada,
seja do nicleo ou do citoplasma, inviabiliza a fecundacdo e aumenta as ocorréncias de
polispermia, de partenogénese e de blogueio do desenvolvimento embrionario (MARTIN,
2008).

O inicio da divisdo meidtica dos odcitos se inicia ainda na fase fetal, apos sucessivas
mitoses. Fatores inibitérios sintetizados pelas células da granulosa e presentes no fluido
folicular, chamados de inibidores de maturacdo do odcito (OMI), interrompem as divisdes
meidticas no estadio diploteno da profase I, morfologicamente designado como vesicula
germinativa (VG) (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). Os od4citos permaneceram nesse estagio até
a puberdade, quando, sob estimulo das gonadotrofinas hipofisarias, serdo mobilizados e
retomaram a meiose. Esse estimulo gonadotrofico é decorrente de um aumento repentino do
horménio luteinizante (LH), o que implicara na quebra da vesicula germinativa (GVBD) e na
montagem do fuso meidtico (Li; ALBERTINI, 2013). Apls esse processo, a maturacdo fica
estagnada na fase de metéfase Il, a qual serd concluida somente com a fertilizacdo e extruséo

do segundo corpusculo polar.
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Além da reducdo de cromossomos e haploidizacdo, a chamada maturacdo nuclear, o

citoplasma do odcito também deve "madurar”. Nesse processo ocorrem modificacdes que
incluem a sintese proteica, transcricdo de RNAm e a reorganizacdo de organelas, o que ira
conferir ao od6cito capacidade para sustentar as etapas posteriores do desenvolvimento
(ReYES; Ross, 2016) . Portanto, a maturagdo oocitaria envolve duas etapas principais: a
maturacdo nuclear, que se inicia com a quebra de vesicula germinativa (GVBD) e termina
apenas quando a meiose é finalizada; e a maturacgéo citoplasmatica, que envolve modificacfes

citoesqueléticas e moleculares nos 04citos (VORONINA; WESSEL, 2003).

2.2.1 Maturacao nuclear

A maturacdo nuclear ou meiotica corresponde a divisdo reducional dos cromossomos,
que tem como objetivo central a producdo dos gametas hapldides aptos para fecundagéo, e
posterior desenvolvimento embrionario (CRocomo et al., 2011). Esse processo se inicia

guando ocorre a quebra da vesicula germinativa, e o processo meiotico retoma.

2.2.1.1Primeira parada meiotica

A retomada da divisdo meidtica é dependente da atividade dos Fatores Promotores da
Maturacdo (FPM). Esses fatores sdo serina-treonina proteinas quinases compostas por uma
subunidade catalitica, quinase dependente de ciclina 1 (CDK1), e por outra subunidade
regulatdria, a ciclina B (TRIPATHI; KUMAR; CHAUBE, 2010). Quando os FPM estdo inativados,
0 odcito se mantem em profase | (VON STETINA; ORR-WEAVER, 2011). Niveis elevados do
segundo mensageiro AMPc no interior do odcito tem sido indicado como um dos fatores
essenciais para manter a atividade dos FPM inativados durante a parada mei6tica (HAN et al.,
2005). O pool inibitério de AMPc necessario para manter a parada meiética é produzido pelo
proprio oo6cito, através da ativacdo da proteina G, e subsequente estimulacdo da adenilato
ciclase, enzima responsavel pela sintese de AMPc (VACCARI et al., 2009).

As células somaticas que envolvem o odcito também produzem sinais inibitorios da
meiose, 0s quais sdo enviados através das jungdes gap para o citoplasma oocitario, exercendo
importante papel na manutencdo da parada meiética (Figura 1) (NORRIsS et al., 2008). Essa

interacdo entre as células foliculares e 0 odcito é tdo importante que a simples remocéo das
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células somaticas leva o odcito a retomar a meiose (WIGGLESWORTH et al., 2013). Utilizando

um marcador de AMPc, Webb et al. (2002) demonstraram que o tratamento do complexo
cumulus-o6citos com FSH, horménio que estimula a producdo de AMPc nas células da
granulosa, provocou um aumento do AMPc tanto nas células do cumulus quanto no odcito.
Entretanto, se as juncbes comunicantes fossem fechadas, a transferéncia desse segundo
mensageiro para 0 oocitos era abolida. Nessa situacdo, os niveis de AMPc permaneceram
constantes nos o0citos, mas a parada meitdtica ndo foi mantida (WeBB et al., 2002),
demonstrando que o AMPCc necessario para manter a parada meiética, tem tanto origem

oocitéria quanto folicular.

Figura 1 - Modelo proposto para a manutencao de paragem meiotica na fase de foliculo pré-ovulatério
em dipléteno. O GMPc e 0 AMPc produzidos pelas células da granulosa séo transferidos
para 0 odcito através de juncdes gap. O aumento do nivel de GMPc inativa fosfodiasterase
(PDE3A) e impede a hidrélise do AMPc no odcito. O aumento do nivel de AMPc oocitario
aumenta a atividade da proteina quinase A (PKA). O aumento da atividade de PKA inativa
a fosfatase CDC25B e ativa Weel/Mytl quinase que resulta na fosforilacdo da CDK1 e
inativacdo dos fatores promotores de meiose (FPM=MPF).

b GPR3 AC
~w==sTheca cell
Inhibitory
Gap junctions= factor

Phosphorylationand
activation of CDC25B

Phosphorylationand
@ activation of Weel/Myt1

Fonte: Tripathi; Kumare Chaube (2010)

O GMPc também foi identificado como um sinal inibidor essencial que se difunde
através das juncOes gap a partir de células da granulosa do cumulus para o odcito. Essa

substancia inativa a acdo da fosfodiasterase, enzima responsavel pela degradacdo do AMPc
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celular, fazendo com que niveis desse segundo mensageiro se mantenham elevados no odcito,

bloqueando a progressao meiotica (MADGWICK; JONES, 2007). Na verdade, a fosfodiasterase é
responsavel pela hidrolise tanto de AMPc quanto do GMPc, mas, a velocidade de hidrolise do
AMPc é mais elevada do que para a hidrélise do GMPc. Portanto, dadas estas propriedades
cinéticas, esta enzima comporta-se como uma fosfodiasterase que hidrolisa AMPc inibida
pelo GMPc (MADGWICK; JONES, 2007). O papel do GMPc na manutencao da parada meidtica
foi comprovada por Vaccari et al. (2009), os quais demonstraram que a adicdo de
fosfodiasterases que hidrolisam somente GMPc faz com que a célula germinativa retome o
ciclo celular normal. Dessa forma, 0 GMPc é considerado um sinal inibitério essencial que se
difunde através de juncbes gap a partir de células da granulosa do cumulus para o odcito.

Na puberdade, em resposta ao aumento pré-ovulatério do LH, o odcitos retomam a
meiose. Esse hormonio induz a expressdao de genes requeridos para a ruptura folicular e
ovulacdo, e ativa varias cascatas de sinalizacdo que conduzem a maturacdo do o6cito (CONTI
et al., 2012). A retomada da meiose € induzida pela queda na concentragdo intra oocito de
AMPc, o que leva a ativacdo da fosfatase CDC25 e a redu¢do na inibicdo da CDK1 (VON
STETINA; ORR-WEAVER, 2011). A queda dos niveis intra oocitarios de AMPc é decorrente da
acdo do LH sobre as juncBGes gap. Esse hormonio gonadotréfico ativa a via da proteina
quinase ativada por mitdgenos (MAPK), a qual promove a fosforilagdo da conexina 43 (a
principal proteina de juncGes gap) e induz uma diminuicdo na permeabilidade da
comunicacdo entre o6cito e células somaticas (NORRis et al., 2008). Portanto, essa reducéo
das comunicacGes impede tanto o influxo de e AMPc quanto de GMPc a partir das células da
granulosa para o o0cito, aumentando a atividade oocitaria da fosfodiasterase e, por
consequéncia, reduzindo a concentracdo de AMPc no odcito. Vale ressaltar que os receptores
de LH s&o expressos apenas nas células somaticas e ndo no odcito, a estimulacdo da meiose

induzida pelo LH também envolve a sinalizagéo entre o o6cito e as células foliculares.
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Figura 2 - Modelo proposta para o reinicio da meiose induzido pelo LH em odcitos. LH liga-se ao seu
receptor em células da granulosa murais e induz a produgdo de AMPc através de adenilato
ciclase (AC). O nivel aumentado de AMPc, em seguida, estimula a atividade de PKA/PKC e,
consequentemente, a producdo de fatores semelhantes ao EGF em células da granulosa. Os
fatores EGF induzem a atividade da MAPK que perturba as jun¢es comunicantes entre as
células da granulosa e o odcito. Essa interrup¢do da bloqueia a transferéncia de AMPc e GMPc
para 0 o6cito. A reducdo do nivel de GMPc ativa a fosfodiasterase (PDE3A) que reduz ainda
mais o nivel de AMPc através de sua hidrdlise. A reducéo liquida do AMPc oocitario reduz a
atividade da PKA no odcito. A atividade PKA reduzida ativa a fosfatase CDC25B e inativa a
Weel/Mytl quinase que resulta na desfosforilacdo da CDK1 e ativacao dos fatores promotores
de meiose (FPM=MPF). FPM ativo, induz a retomada da meiose.

Cumuluscell ~ GPR3 AC
Granulosa cell.- g )

Net reduction in cAMP level

|
Dephospho:ylation and
activation of CDC25B J
Dephosphorylation and
activation of Weel/M

PKA inactivation *I

Resumption of
meiosis

Fonte: Tripathi; Kumare Chaube (2010)

A partir do momento em que a meiose € retomada, 0S cromossomos recondensam, a
vesicula germinativa é rompida, e os cromossomos homologos replicados, separam-se na
anafase | dando origem a dois nucleos, cada um contendo a metade do numero original de
cromossomos (Figura 3) (YAMADA; IsAJl, 2011). Nesse periodo o posicionamento do fuso
ocorre de maneira excéntrica, levando a divisdo celular assimétrica, a qual coincidird com a
reducdo do numero de cromossoma por meio de extrusdo do primeiro corpo polar, e a
retencdo maxima do citoplasma do odcito (LONERGAN; FAIR, 2016). Apds esse processo, cada
um dos cromossomos € ainda composto de duas cromatides, que s serdo separadas na meiose
.
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Figura 3 - Depois da fase S duas divisdes celulares sdo necessarias para produzir um gameta haploide.
Durante meiose |, 0s cromossomos homologos se segregam entre 0 00cito e 0 primeiro corpo

polar. Na conclusdo desse processo, o o0cito paralisa sua divisdo na metéafase Il. Apos a
progressdo meidtica, gerada pela fertilizacdo, ocorre a conclusdo da meiose Il e as
cromatides irmas de segregam e expulsam o segundo corpo polar (GV=vesicula germinativa;
MI=meiose I; PB1=primeiro corpusculo polar; Metll=metafase Il; PB2= segundo corpusculo

polar).
Meiosis | Meiosis Il
Fertilization o
ﬁ’ L
GV Mi PB1 Metll

Fonte: Madgwick et al. (2004)

A etapa de separacdo dos cromossomos, durante a meiose I, é controlada pelas
proteinas verificadoras da montagem do fuso (SAC), as quais garantem a correta segregacao
de cromossomos homologos (LI; ALBERTINI, 2013). Esse controle é realizado através da
inibicdo do complexo promotor da anéafase/ciclossoma (ACP/C), retardando o inicio da
anafase (TRIPATHI; KUMAR; CHAUBE, 2010). Formacdo do eixo funcional correlaciona-se com
0 aumento progressivo na atividade dos FPM, pois esse processo requer elevada atividade
desses fatores (MADGWiICK et al., 2004), até o ponto onde suas concentracBes se estabilizam.
No momento em que ocorre estabilizacdo dos niveis de FPM, a migragdo do fuso e a ativacdo
da APC/C sdo iniciadas. A ativacdo de via Mos/MAPK também desempenha um papel
significativo na reorganizacdo dos microtibulos e no posicionamento do eixo metafésico
(MADGWICK et al., 2004).

2.2.1.2 Segunda parada meiotica

Ap0s o término da meiose |, 0s odcitos evitam a ativacdo partenogenética paralisando
seu ciclo celular na metafase da meiose Il. A prépria estabilizacdo da atividade dos FPM e a
organizacdo correta do fuso, sdo necessarias para a manutencdo da parada do odcito em
meiose Il (TRIPATHI; KUMAR; CHAUBE, 2010). A estabilizacdo do FPM é mantida por fatores
citostaticos e pela via da MAPK mediada por Mos (Figura 4). O Fator Inibidor da meiose 2

(EMI2) € um dos componentes moleculares do fator citostatico, e é necessario para manter a



26
segunda parada da meiose (VON STETINA; ORR-WEAVER, 2011). Ambas as vias de Mos e

Emi2 trabalham em conjunto para inibir a atividade do APC/C (MADGWICK; JONES, 2007),
impedindo a progressdo da divisdo celular. A via da MAPK mediada por Mos também é
importante na manutencdo da parada meidtica por estabilizar os fusos meidticos, impedindo

sua progressdo (TRIPATHI; KUMAR; CHAUBE, 2010).

Figura 4 - Modelo proposto para a manutencdo da detencdo meidtica na fase M-Il. A via
Mos/MEK/MAPK induz diretamente a estabilizagdo dos fusos e dos FPM e,
indiretamente, esta via ativa a via do Emi2. O Emi2 ativado, em seguida, forma um
complexo com a APC/C levando a estabilizagcdo dos FPM. A via Mos/MEK/MAPK
usando duas proteinas, tais como MISS e DOCI1R induz a estabilidade do eixo, e a sintese
de ciclina induz a estabilizacdo dos FPM. A estabilidade do fuso e dos niveis de FPM
induzem a manutencdo da detencdo meiotica na fase M-I1.

Zona pelucida

APC/C gumsmInhibited APC/C

C—)

M- II arrest

‘

Fonte: Tripathi; Kumare Chaube (2010)

A ativacgdo oocitaria, ou seja, a retomada da meiose 1, ocorre de forma dependente da

fertilizacdo. A fusdo do espermatozoide com o 00cito induz oscilagdes nas concentracdes
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oocitarias de Ca®*, o qual desencadearé a conclusdo da meiose Il (MADGWICK; JONES, 2007).

A liberacdo de Ca** ocorre pela ativacdo da via da fosfolipase C e formacdo de 1,4,5-trifosfato
de inositol (IP3). O IP3 liga-se ao seu receptor localizado nas membranas do reticulo
endoplasmético, induzindo a abertura dos canais de Ca’* a e libertacdo desses a partir do
limen dessa organela para o citoplasma (Figura 5) (AJDUK; MALAGOCKI; MALESZEWSKI,
2008). A elevacao intra odcito de célcio resulta na ativacdo de um efetor, a proteina quinase
dependente de calmodulina 1l (CaMKII), a qual degradara o Emi2, gerando o desblogueio da
acdo da APC/C e o progresso meidtico (MADGWICK; JONES, 2007; VON STETINA; ORR-
WEAVER, 2011).

Figura 5 - Eventos envolvidos na oscilacdo da concentracdo de calcio intra oocitaria ap6s a fertilizacdo

Cortical granuie
exocytosis
e
) 4— ER ] o
fertilization . otot eCar
¥ . . o* ‘ ® ’. *e
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PIP, i ‘ @

:
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Fonte: Adaptado de Yamada e Isaji

Com a retomada da meiose, e apds a separacdo das cromatides irmas na anéafase I, o
citoplasma do odcito secundario se divide novamente originando o odcito maduro e um
segundo corpusculo polar, ambos contendo um nimero haploide de cromossomos. Devido as
duas divisdes citoplasmaticas assimétricas, 0s 00citos mantém seu volume, apesar de sofrerem

duas divisdes celulares (LI; ALBERTINI, 2013).

2.2.2 Maturacdo Citoplasmatica

A maturacdo nuclear completa ndo é suficiente para garantir a qualidade do odcito
para ser fecundado e promover o crescimento de um embrido, sendo que a maturacéo

citoplasmatica também deve ser concluida. Tanto a maturacdo nuclear quanto a citoplasmatica
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dos od6citos, procedem em sincronia ap6s o pico de LH in vivo. Embora a maturagdo nuclear e

citoplasmatica geralmente ocorram em sincronia, a maturacdo citoplasmatica pode progredir
mesmo quando a maturacdo nuclear esta em parada meiotica, indicando que eles sdo
fendmenos independentes (YAMADA; IsAJl, 2011). Em termos gerais, a maturagéo
citoplasmatica envolve a acumulacdo de RNAm, proteinas, substratos e nutrientes que sdo
necessarios para o desenvolvimento da competéncia oocitaria e embrionaria (WATSON, 2007).

O processo de maturacdo citoplasmatica € composto pela redistribuicdo das organelas
citoplasmaticas e pela dindmica dos filamentos do citoesqueleto (FERREIRA et al., 2009),
sendo que o reposicionamento das organelas depende das necessidades da célula durante cada

fase de desenvolvimento da maturacéo.

2.2.2.1 Dindmica das organelas e do citoesqueleto durante a maturacao

Dentre as organelas citoplasmaticas, as mitocondrias desempenham importante papel,
uma vez que elas sdo um componente chave da maquinaria metabdlica, responsavel pelo
fornecimento de energia que é necessaria durante o processo de maturacdo (YAMADA; ISAJI,
2011). O movimento das mitocdndrias para areas de elevado consumo de energia é essencial
para os odcitos e embries durante periodos criticos do ciclo celular (FERREIRA et al., 2009).
Em odcitos de bovino e suino, as mitocondrias ativas tém uma distribuicdo principalmente
cortical na fase GV e, em seguida, migram para o centro durante o processo de maturacao, o
que resulta numa distribuicdo difusa no citoplasma dos o6citos em MII (Figura 6).

Como a sintese proteica é indispensavel para a maturacdo oocitéria, outra organela
importante para o desenvolvimento oocitario sdo os ribossomos. Durante a metafase I, a
sintese de proteinas no odcito é aproximadamente trés vezes maior do que durante a fase de
quebra da vesicula germinativa (GVBD) (Figura 6). Entretanto, quando a célula atinge a fase
de metafase 11, o odcito exibe niveis basais de tradugdo do RNAmM (FERREIRA et al., 2009).
Essa reducgdo da sintese proteica talvez ocorra devido a auséncia de um nucléolo funcional, o
que conduz a uma auséncia de transcricdo de RNAr ou baixa producdo dos ribossomos, e,

consequente, diminuigédo da traducdo de RNAmM (REYES; Ross, 2016).
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Figura 6 - Visdo esquematica da distribuicdo de organelas citoplasmaticas durante a maturagao,
fertilizacdo e formacdo do zigoto de bovino. (A) Progressdo da maturacdo nuclear e
movimento das organelas citoplasmaticas a partir da fase imatura da vesicula germinativa
para o estdgio maduro de metafase Il e formagdo do zigoto. (B) Distribuicdo das
organelas e 0 mecanismo de liberacdo do contetido dos granulos cortical, secundaria a
liberacdo do célcio intracelular (Ca?*) apés a entrada do espermatozoide no odcito durante
a fertilizacao.
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Fonte: Ferreira et al. (2009)

Evidéncias anteriores sugeriram que a producdo de ribossomos na fase GV, em que ha
um nucléolo funcional e, portanto, a presenca de transcricdo de RNAr ou de producdo do
ribossomo para a traducdo de RNAm, pode favorecer um maior armazenamento dessa
organela nos odcitos durante a fase de MI (VAN BLERKOM; DAVIS; ALEXANDER, 2000).
Assim, os niveis mais elevados de sintese de proteina observada em MI em oposicdo a Mll
pode ser devido ao maior armazenamento ribossomal observada durante MI. Como
consequéncia da alta utilizacdo destas organelas durante o processo de maturacdo até Mll, os
estoques de proteina sdo reduzidos e, portanto, a quantidade de ribossomos e 0s niveis de
sintese de proteinas podem ser comparativamente menores (FERREIRA et al., 2009). De
qualquer maneira, esta evidéncia apoia a ideia de que a presenca de ribossomos esta
diretamente ligada a sintese de proteinas durante periodos de desenvolvimento oocitéario.

Outra organela importante na matura¢do oocitéria, principalmente no processo de
progressdao da meiose I, é o reticulo endoplasmatico. Essa organela € responsavel pelo
dobramento e degradacdo de proteinas, pelo metabolismo lipidico, compartimentalizagdo do

ndcleo, e pela regulagdo do gradiente do ion Ca?* (AJDUK; MALAGOCKI; MALESZEWSKI,
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2008). Portanto, alteragdes bioquimicas e estruturais no reticulo endoplasmatico durante a

maturacdo sdo fundamentais para o bom funcionamento da regulacdo do célcio intracelular.
Na vesicula germinal (GV) essa organela encontra-se uniformemente distribuida no ooplasma,
ao passo que, com a progressao da maturacdo, o reticulo endoplasmatico é encontrado em
regides corticais e acumula-se em pequenos grupos (YAMADA, IsAJl, 2011).

Os granulos corticais, responsaveis pelo bloqueio da polispermia, também sofre
alteracdes posicionais durante a maturacdo oocitaria. Em odcitos na fase GV, os granulos
corticais sdo distribuidos em grupos ao longo de todo citoplasma. No final do periodo de
maturacdo, quando os odcitos atingem a fase MIl, os granulos se distribuem por toda a
superficie interna proximo a membrana plasmatica, um padréo estrategicamente disposto para
esperar pela entrada do espermatozoide e realizar a ativacdo oocitaria (Figura 6) (HOSOE;
SHIOYA, 1997).

Os microtibulos apresentam uma distribuicdo relativamente uniforme na fase de GV,
onde estdo espalhados por todo o ooplasma. Apds a GVBD, microtabulos sdo condensados
em torno dos cromossomas e comecam a migrar para o cortex, enquanto os microfilamentos
estdo densamente acumulados na regido subcortical dos o6citos, especialmente a volta do fuso
meidtico (MAO et al., 2014). Na MI, os microtibulos sdo nucleados, por polimerizagdo da
tubulina no citoplasma dos o6citos, com o centrossoma, formando o fuso meidtico e a placa
de metafisaria, na qual os cromossomos sdo dispostos de maneira equatorial (FERREIRA et al.,
2009). Ja em M|, tanto os microtUbulos quanto os microfilamentos de actina, se acumulam

principalmente na regido citoplasmatica cortical (Figura 7).
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Figura 7 - Dindmica dos filamentos do citoesqueleto durante a maturacéo citoplasmatica e nuclear de
odcitos bovinos. (A) Detalhe do aparelho do fuso meidtico na metéfase | e a estrutura
centriolo/centrossoma. (B) Detalhe do fuso mei6tico em teléfase 1, no qual podemos ver os
microtabulos entre 0s conjuntos de cromossomos.
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2.3 Células da granulosa (cumulus oophorus)

O cumulus oophorus é definido como um grupo de células da granulosa intimamente
associadas, chamadas de células do cumulus, que ficam ao redor do o6cito no foliculo antral
(TANGHE et al., 2002). Em foliculos primérios, os quais contém odcitos em crescimento, as
células da granulosa, que os rodeiam, comecam a proliferar e, no momento da formacdo do
antro, duas populaces especificas podem ser distinguidas, as células do cumulus, e células da
granulosa mural, que ficam em contato com a parede folicular (VAN Soowm et al., 2002).

As células do cumulus e as células da granulosa mural, juntamente com o odcito,
formam um sincicio mediado por jun¢Ges comunicantes, o qual é essencial para o crescimento
e maturacdo oocitaria e folicular. Através dessas jungdes, as células da granulosa conecta 0s
odcitos ao meio externo, fornecendo nutrientes, e permitindo uma transferéncia rapida de
pequenos metabolitos e moléculas regulatorias para o citoplasma do odcito (TANGHE et al.,
2002).
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2.3.1 Interagdes entre cumulus oophorus e odcito

A interacdo entre as células somaticas e 0s o0citos € conhecida por ocorrer
ininterruptamente desde a formacdo do foliculo primordial até a ovulacdo, mas as formas
segundo as quais ocorrem pode variar ao longo do tempo em resposta aos desafios impostos
pelo desenvolvimento folicular. Por exemplo, na estrutura do foliculo primordial, o contato
direto célula-a-célula prevalece como a forma de interacdo, enquanto, logo que o foliculo
torna-se mais complexo e barreiras fisicas sdo criadas entre as células, sistemas adicionais sdo
implantados para garantir a comunicagéo celular (CoTicCHIO et al., 2015).

Cinco tipos de interacfes sdo reconhecidas na regulacdo somatica-germinal: contatos
diretos mediando sinais na auséncia de juncdes intercelulares; as tipicas interacdes ligante-
receptor, que podem ser via receptor tirosina-quinases; as vias de sinalizacdo paracrina; as
juncdes gap; e outros contatos por juncao através de proje¢des transzonais (TZP) (MCGINNIS;
LIMBACK; ALBERTINI, 2013). A comunicagdo via paracrina e juncdes comunicantes sdo as
mais estudadas (MORI; AMANO; SHIMIZzU, 2000; ALBERTINI et al., 2001; ATEF et al., 2005;
WIGGLESWORTH et al., 2013).

A regulacdo paracrina esta ativa durante toda a oogénese e também desempenha um
papel importante durante a maturacdo. Essa regulacdo € importante porque as células da
granulosa e do cumulus secretam uma variedade de fatores de crescimento que irdo agir no
desenvolvimento oocitario de forma paracrina, a0 mesmo tempo em gue 0s 00citos secretam
fatores importantes para o desenvolvimento folicular. Exemplo tipico de a¢do paracrina sao 0s
fatores de crescimento transformante 3 (TGF- B) e semelhante a insulina (IGF). Estes agentes
estdo profundamente envolvidos nas vias de regulacdo entre as células da granulosa e 0 odcito
durante toda a oogénese e foliculogénese, incluindo a fase de maturacdo oocitaria (SILVA,
LEITAO; BRITO, 2009).

A presenca de uma zona de pellcida espessa atrapalha claramente o extensivo contato
entre odcito e as células do cumulus. Portanto, a interacdo fisica entre essas células ocorre
através de projegdes finas, as TZP’s, que partem das células do cumulus e se estendem através
de toda a zona pellcida, fazendo contato direto com o oolema, onde formam juncdes
comunicantes a base de conexina (juncdes gap e aderentes) (ALBERTINI et al., 2001) (Figura

8). As TZP’s fornecem a base estrutural para padrdes mais complexos de comunicac¢do
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intercelular que surgem em fases posteriores do desenvolvimento folicular (CARABATSOS et

al., 1998). TZP’s aumentam em numero e complexidade estrutural a medida que prossegue o
crescimento do odcito (LI; ALBERTINI, 2013). Como a evolugdo da complexidade das TZP’s,
0 cortex do o6cito em crescimento adquire microvilosidades, e o nimero de juncGes gap e

aderentes aumentam a medida que o volume do odcito cresce.

Figura 8 - Imagem esquematica e de microscopia das projegdes transzonais (TZP’s). Essas projecoes
partem das células da granulosa e atravessar a zona pelucida formando as junc¢Oes aderentes
em invaginagdes profundas na superficie do odcito, e/ou jun¢des gap (comunicantes) na
membrana do odcito. TZP pode ser rico em F-actina (A-TZP), ou eles sdo compostos
principalmente de microtubulos (M-TZP).
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Fonte: Adaptado de Lie Albertini (2013)

Essas juncGes comunicantes conectam diretamente os compartimentos citoplasmaticos
de células vizinhas, permitindo uma rapida troca de ions e metabolitos de até 1kD de
tamanho, como segundos-mensageiros e pequenas moléculas importantes para a comunicagao
intercelular e para respostas coordenadas (KIDDER; MHAWI, 2002). De acordo com esses
autores, a unidade fundamental dessas juncBes é o conexina, uma estrutura cilindrica que
forma um hemicanal na membrana plasmatica.

O processo de maturacdo oocitaria € suportada por diversas formas da interacéo entre
0 oo0cito e células do cumulus, sendo essa comunicacdo essencial para o correto
desenvolvimento oocitadrio. De forma geral, as células do cumulus exercem funcGes
fundamentais para o correto desenvolvimento da maturacdo oocitaria, uma vez que elas sdo
responsaveis por manter o oécito paralisado na primeira meiose (MADGWICK; JONES, 2007),

por participar na inducdo da meiose através da realizacdo do sinal LH (NORRiIs et al., 2008), e
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também por serem responsaveis pela maturagdo citoplasmatica adequada do o6cito (MAO et

al., 2014). Entre as vias de comunicac¢ao, as TZP’s sdo particularmente importantes, nédo
apenas para a sua funcdo e regulacdo, mas também porque a preservacdo da sua delicada
estrutura, a qual envolve projecdes celulares extremamente finas que se estendem por varios

micrémetros de comprimento, pode ser comprometida pela manipulacéo in vitro.

2.4 Sistema Fator de Crescimento Semelhante a insulina (Sistema IGF)

O sistema de fator de crescimento de insulina (IGF) compreende a familia de
peptideos envolvida no crescimento, desenvolvimento e metabolismo celular, bem como em
processos celulares como proliferacdo, sobrevivéncia, migracdo e diferenciacdo (LAVIOLA,;
NATALICCHIO; GIORGINO, 2007; ANNUNZIATA; GRANATA; GHIGO, 2011; YAKAR; ADAMO,
2012; BACH, 2015). Entretanto observa-se que os integrantes desse sistema também estéo
associados na mediacdo de algumas enfermidades, como na ocorréncia de neoplasias
(KHANDWALA et al., 2000; DENDULURI, S. K. et al., 2015) e diabetes (ANEKE et al., 2015; ZHU
etal., 2016)

Essa familia é composta por dois ligantes (IGF-1, IGF-11), trés receptores de superficie
celular que medeiam os efeitos bioldgicos dos IGFs, incluindo o receptor de IGF-1 (IGF-IR),
o receptor de IGF-II (IGF-IIR) e o receptor de insulina (IR), bem como seis proteinas de

ligacdo (IGFBP-1 a 6) e suas proteases (LEROITH; ROBERTS, 2003) (Figura 9).
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Figura 9 - Sistema de fator de crescimento semelhante a insulina. O sistema de IGF compreende os

ligantes (IGF-1 e IGF-II), sendo que a insulina pode participar do sistema devido a

similaridade, os seus receptores (receptor de IGF-1, IGF-IR; receptor de insulina, IR;

receptor hibrido IR/IGF-IR hibrido e o receptor de manose 6-fosfato/ IGF-11, M6P/IGF-

IIR), seis proteinas de ligacdo de IGF (IGFBPs) e suas proteases. As setas completas e as

setas pontilhadas indicam alta e baixa afinidade do ligante com o receptor,
respectivamente. (ALS = subunidade &cido-labil)
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2.4.1 Fator de crescimento semelhante a insulina tipo |

O fator de crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF-I), principal componente do
sistema IGF, foi primeiramente identificado por Salmone Daughaday (1957) como sendo um
fator sérico induzido pelo horménio do crescimento (GH), o qual mediava a acdo desse
horménio no processo de sulfatacdo da cartilagem, assim como no processo do crescimento
6sseo longitudinal. Dessa maneira foi inicialmente denominado de agente sulfactante.

Entretanto, pesquisas posteriores observaram que esse fator era mediador da acéo do
GH em vérios tecidos alvos (DAUGHADAY et al., 1972), e que apresentava acdo semelhante a
insulina, mas sua atividade ndo podia ser suprimida pela adi¢cdo de anticorpos anti-insulina
(FROESCH et al., 1963).

Além dos efeitos metabolicos semelhastes da insulina, observou-se que o IGF-I
apresentava efeitos promotores do crescimento celular. Portanto, em 1987, essa substancia foi
denominada "fator de crescimento semelhante a insulina”, devido a sua estreita homologia
com a insulina, e ao fato de que seus efeitos no crescimento das células e dos tecidos

predominavam em relacédo aos efeitos metabolicos (DAUGHADAY et al., 1987).
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O gene codificador do IGF-1 apresenta uma estrutura complexa com mdaltiplos sitios

promotores compostos por seis exons, dos quais quatro estdo sujeitos ao splicing alternativo,
podendo alterar a estrutura final do peptideo maduro (DAUGHADAY; ROTWEIN, 1989). A
expressdo do IGF-1 é, portanto, finamente regulada pelo nivel de transcricdo e traducdo
génica, sendo que o produto final desse processo € um precursor proteico o qual necessita
passar por reacOes proteoliticas em ambas extremidades, para formar o IGF-I maduro. A
molécula ativa de IGF-1 é um polipeptidio cadeia simples de 7,5 kDa com 70 aminoéacidos,
ligados por trés ligagOes dissulfeto (DAUGHADAY; ROTWEIN, 1989). Essa estrutura final do
IGF-I apresenta alto grau de homologia com a insulina, tendo 48% de correspondéncia da
cadeia aminoacidica, ligacdes dissulfeto idénticas e estrutura terciaria similar (ANNUNZIATA,;
GRANATA; GHIGO, 2011).

IGF-1 atua tanto de forma autdcrina/paréacrina, como de maneira enddcrina, ja que
pode ser secretado na corrente sanguinea e agir em tecidos distantes. Apesar do IGF-I ser
ubiquamente produzido, os hepatocitos sdao as maiores fontes de secrecdo desse fator de
crescimento, produzindo 75% do IGF-I presente no soro (ADAMO; NEUENSCHWANDER;
LEROITH, 1993). No figado a expressdo do gene do IGF-1 é regulada principalmente pelo GH,
sendo que a quantidade de IGF-I no plasma realizara feedback negativo sobre a secrecdo
hipofisaria desse horménio (FRYSTYK; SKIAERBAEK; DINESEN, 1994). De acordo com 0s
mesmo autores, a regulacdo extra-hepatica da expressdo de IGF-1 também depende do GH,
mas € principalmente regulada por fatores especificos produzidos por esses tecidos.

A biodisponibilidade sérica do IGF-1 é modulada por suas proteinas de ligacdo
(IGFBP’s), as quais facilitam a estabilidade desse fator no plasma e nas matrizes
extracelulares, sendo que somente 5% do IGF-I s&o encontrados livres no sangue (MOHAN,;
BAYLINK, 2002). Nos tecidos alvos, as IGFBP’s podem tanto reduzir como facilitar a
bioatividade do IGF-I. Isso ocorre devido a alta afinidade que proteinas de ligacdo tém com o
IGF-1, que chega a ser superior a afinidade entre IGF-1 e seu receptor (YAKAR; ADAMO,
2012). Entretanto, as IGFBP’s podem atuar como reservatérios de liberagdo lenta de IGF-I,

permitindo uma acédo prolongada desse fator no seu tecido alvo.
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2.4.1.1 Receptores de IGF-1 (IGF-IR)

Os efeitos do IGF-I sobre a resposta celular sdo mediados pelo receptor tipo 1 do IGF
(IGF-IR), o qual transmite sinais mitogénicos e de sobrevivéncia celular através de uma rede
complexa de sinalizacdo intracelular. O IGF-IR é uma proteina hetero-tetramica composta por
duas subunidades a extracelulares, as quais contem o sitio de ligacdo do IGF rico em cisteina,
e duas subunidades B transmembranas e intracelulares, ligadas por uma ligacédo dissulfeto, que
apresentam atividade tirosina quinase intrinsecas (LAVIOLA; NATALICCHIO; GIORGINO, 2007,

SILVA; FIGUEIREDO; VAN DEN HURK, 2009) (Figura 10).

Figura 10 - Receptor do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-I)
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Fonte: Adams et al. (2000)

A ligacdo do IGF-1 ao seu receptor desencadeia a transmissdo de sinais, a qual se
inicia com a autofosforilacdo dos sitios de tirosinas presentes na parte intracelular da
subunidade B. Os radicais de tirosinas fosforilados no receptor servem como sitios de
acoplamento para varios substratos, incluindo os substratos do receptor de insulina (IRS) 1 a 4
e a proteina Shc (Src homologo de coldgeno), os quais iniciaram a cascata de fosforilacéo
intracelular de formas distintas (LAVIOLA; NATALICCHIO; GIORGINO, 2007; YAKAR; ADAMO,

2012) (Figura 11).
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IRS-1 fosforilado gera a ativacdo da proteina p58, que é a unidade regulatéria da

fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), levando a um subsequente aumento na fosforilagdo de
fosfolipidios ligados a membrana, como o fofatidilinositol-3,4,5-trifosfato (ANNUNZIATA;
GRANATA; GHIGO, 2011). Essas moléculas, por consequéncia, recrutam e ativam quinases
dependentes de fosfoinositideos (PDK’s), as quais fosforilam e ativam outras proteinas

quinases, incluindo a AKT (proteina quinase B), p70rsk e proteina quinase C( (PKCJQ).

Figura 11 - Esquema da sinalizacdo do IGF e principais efeitos a jusante. A ativagdo do IGF-1R pode
resultar em sinalizag&o atraves de duas vias: PI3K / AKT e Ras / MAPK. A PI3K / AKT
resulta em diminuicdo da apoptose, aumento da sintese de proteinas e aumento do
metabolismo da glicose. Ras / MAPK contém uma cascata elaborada de quinase que, em
Gltima andlise, leva ao aumento da proliferacéo celular, promovendo a atividade de fatores

de transcrigdo, como a ELK1.
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Fonte: Denduluri, Sahitya K. et al. (2015)

A AKT pode atuar através de trés efetores de sinalizacdo intracelular: (1) complexo
mTOR-1 (Mammalian Target of Rapamycin-1/Proteina alvo de rapamicina em mamiferos-1);
(2) fatores de transcricdo (FOXO); e (3) glicogénio quinase 3 (GSK3). Ativacdo do complexo
mTOR-1 desencadeia um importante papel no crescimento e sobrevivéncia celular através da
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estimulagdo da captura de nutrientes (aumenta influxo de glicose para a célula), da producéo

de glicogénio, e da sintese proteica (FINLAY; CANTRELL, 2010). Diferentemente, a AKT induz
fosforilacdes inibitorias nas proteinas FOXO, as quais Sd0 responsaveis por promover a
paralizacdo do ciclo celular, apoptose, estresse oxidativo e ativacdo de enzimas
gliconeogénicas (LEGER et al., 2006). Portanto, essa inibicdo esta associada aos efeitos
antiapoptaticos e de proliferacdo, sobrevivéncia e hipertrofia celular, gerados pelo IGF-I. Da
mesma maneira o IGF-I inibe a via da GSK-3, proteina quinase responsavel por estimular a
gliconeogénesis, acentuando os efeitos hipertréficos desse fator de crescimento (LEGER et al.,
2006). Além dessas trés principais vias de sinalizagdo intracelular, a AKT também pode
auxiliar na sobrevivéncia celular através da inativacdo de proteinas apoptéticas, como Bad e
caspase 9, e do aumento na expressdo de proteinas antiapoptoticas, incluindo a Bcl-2, Bcl-x e
NK-kp (KoolmAN, 2006).

Outra via da sinalizacéo ativada por IGF-I é através da cascata de sinalizacdo celular
das MAPK (proteinas quinases ativadas por mitdégeno), as quais atuam sobre as atividades
mitogénicas e trascripcionais da célula. Essa via inicia-se com a fosforilacdo tanto do IRS-I
quanto do dominio Shc do fator Sos, proteina que troca GDP por GTP da Ras, ativando-a
(RIEDEMANN; MACAULAY, 2006). Essa cascata de sinalizacdo ativa a proteina serina quinase
Raf e as quinases reguladas por sinal extracelular (ERK), as quais estdo relacionadas com a
atividade transcricional da célula, estimulando a sintese de fatores de transcricdo (HAN et al.,
1994).

2.4.1.2 IGF-I e fungéo ovariana

A funcdo ovariana, assim como o crescimento e diferenciacdo folicular, é controlada
pelas gonadotrofinas hipofisarias, LH e FSH, e por fatores autocrinos e paracrinos, como 0s
esteroides e fatores de crescimento. Nesse contexto, o papel dos fatores de crescimento no
desenvolvimento folicular, incluindo o IGF-I, vem sendo extensivamente estudado, uma vez
que esse promove o crescimento e diferenciagdo das células da granulosa, o desenvolvimento
de foliculos pré-antrais, e a formagé&o de foliculos antrais (Mao et al. 2004).

IGF-I atua sobre a fertilidade em diferentes niveis dentro do eixo hipotalamico-

hipofisario-gonadal. No hipotalamo e hipdfise, o IGF-I regula a secrecdo de GnRH, LH e
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prolactina (HIKAKE et al., 2009; HARA et al., 2012). Nas gbnadas, receptores para o IGF-I ja

foram encontrados em células da granulosa (CG) de suinos (QUESNEL, 1999; GE et al., 2000),
bovinos (REBOUCAS et al., 2014; RAWAN et al., 2015), ovinos (HASTIE; HARESIGN, 2006) e
roedores (ZHAO et al., 2002), o qual modula a acdo do IGF-I sobre a regulacdo da
proliferacdo, diferenciacdo e esteroidogénese das células somaticas foliculares (TOORI et al.,
2014). Consequentemente, camundongos knockout para receptor gonadal de IGF-I tém
gbnadas hipoplasicas, resultando em ciclos anovulatérios em fémeas e atraso no
desenvolvimento testicular em machos (BAKER et al., 1996).

Além da presenca de receptores nos ovarios, estudos em bovinos e equinos
encontraram IGF-1 no fluido folicular de foliculos em crescimento (Santiago et al. 2005,
Spicer et al. 2005). Ao analisar as concentracdes livres desse horménio, ambos os trabalhos
observaram que a concentracdo de IGF-I no fluido folicular aumenta durante o crescimento
folicular, sendo que as maiores concentragdes sdo encontradas nos foliculos pré-ovulatorios.
Em suinos, Oberlender, G.; Murgas, L. D.; Pontelo, T. P.; et al. (2013) mensuraram a
quantidade de IGF-I no fluido folicular e no sangue de fémeas pré-puberes. De acordo com 0s
resultados obtidos, esses autores observaram uma concentragdo média de 120 ngmL™ de
IGF-I livre no fluido folicular de foliculos antrais, a qual foi superior as concentracdo
sanguineas desse horménio (70 ng.ml™).

A acdo do IGF-1 sobre o crescimento e desenvolvimento folicular € basicamente
mediada pela regulacdo da esteroidogénese, induzida pela FSH, e pelo aumento da producéo
de progesterona e andrégeno (Spicer & Echternkamp, 1995). Auséncia do IGF-1 durante o
crescimento folicular ndo afeta o recrutamento dos foliculos primordiais, porém estagna o
crescimento dos foliculos no estdgio pré-antral, devido a uma diminui¢cdo na expressdo do
receptor de FSH (FSHR) e na acdo do mesmo (BAKER et al., 1996). Nas células da granulosa,
a sinalizacdo do receptor de IGF-1 é necessaria para que ocorra o efeito positivo do FSH na
expressao da enzima aromatase (CYP19A1) através da via da AKT (Figura 12), ja que a
maturagdo oocitéria na presenca de inibidor da atividade do IGF1R demonstra que o FSH ¢
incapaz de estimular a expressao de genes esteroidogénicos e a producdo do 17p-estradiol,
que sdo essenciais para o funcionamento adequado das celulas da granulosa pré-

ovulatorias(BAUMGARTEN et al., 2014). Portanto, a diferenciacdo entre foliculo pré-antral e
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antral requer atividade de IGF-IR com subsequente ativacdo de AKT que permitird a

expressao de genes esteroidegénicos induzidos pelo FSH. Baseado nisso, Mao et al.
(2004)demostraram que o IGF-1 sustentou o crescimento folicular pré-antral contribuindo na
formacéo do antro folicular, e suprimiu e estimulou a apoptose e a proliferacao das células da
granulosa, respectivamente.

Figura 12 - Regulacdo da sintese de E2 no foliculo ovariano. Nas células da granulosa, a expressao do
CYP19AL1 ¢ regulada pela sinalizacdo de FSH e ER. Os efeitos do FSH na expressdo do
gene CYP19A1 sdo mediados pela sinalizacdo do IGF-IR e pela AKT. A sinalizacéo do
ER também pode estar relacionada com as vias do IGF-IR. Além disso, 0 ER tem efeitos
diretos sobre a expressaio do gene CYP19Al dentro do nucleo da célula. A
androstenodiona, produzida pelas células da teca, é usada como substrato para a aromatase
produzir E2. Em células da granulosa, a IGFBP-2 é regulada por E2, e a IGFBP-2 tem
mostrado bloquear a produgdo de E2 dependente de FSH. Niveis aumentados de E2
bloqueiam a expressdo de FSH e induzem o aumento de LH. (AKT, proteina quinase B;
CYP19A1: aromatase; E2, 17beta-estradiol; ER, receptor de estrogénio; FSH, hormonio
foliculo-estimulante, IGF-IR, receptor de IGF-1, LH, hormdnio luteinizante).
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Além da importancia do crescimento folicular, o IGF-I também esta envolvido
diretamente no processo de maturacdo oocitaria. Como revisado anteriormente, 0 odcito se
mantem parado em préfase | ate o pico pré-ovulatério de LH, quando alteracGes evidentes na

morfologia das células do cumulus ocorrem. Como resultado da acdo do LH, as juncdes gap



42
entre odcito e células granulares reduzem significativamente, permitindo a retomada da

meiose, 0 rearranjo do citoesqueleto das células do cumulus, e a sintese de matriz extracelular
enriquecida com acido hialurdnico, a qual é depositada em espacos extracelulares, levando ao
processo de expansdo (EPpIG, 1979; SuTovsKy et al., 1993; NEMCOVA et al., 2007). Em
condices in vitro, a sintese do acido hialurénico € estimulada pelo FSH via ativacdo da PKA
dependente de AMPc (EPPIG, 1979), sendo que, assim como no desenvolvimento folicular,
esse processo realizado pelo FSH depende da ativacdo simultanea do IGF1R e do seu
principal alvo, a AKT (BAUMGARTEN et al., 2014), comprovando a importancia do IGF-I
nesse processo.

Tendo em mente as funcBes do IGF-I na reproducédo da fémea, seus efeitos ovarianos e
sua presenca no fluido folicular, estudos tém sido conduzidos usando sua adi¢do aos meios de
maturacdo (IVM) e producdo in vitro (IVP) de embribes em suinos (XIA; TEKPETEY;
ARMSTRONG, 1994; Cul et al., 2005; Kim et al., 2006; OBERLENDER, G.; MURGAS, L. D.;
ZANGERONIMO, M. G.; et al., 2013; WASIELAK et al., 2013), bovinos (BLock et al., 2008;
ISPADA et al., 2011; MEelvu; Liu; ROTH, 2015; ARAT et al., 2016; RODRIGUES et al., 2016;
AsCARI et al., 2017) e equinos (PEREIRA et al., 2012; PEREIRA et al., 2013). De forma geral, a
suplementacdo de meios de maturagdo oocitaria e cultivo embrionario com IGF-1 estimula a
maturacdo oocitaria e promove o desenvolvimento de blastocistos (Kocyigit e Cevik, 2015;
Pan et al., 2015; Arat et al. 2016, Chen et al., 2017). Em suinos, embora tenha sido relatado
que o IGF-I promove a sintese de acido hialurénico e a expansdo de células do cumulus
(Nemcova et al., 2007), seu papel na MIV permanece incerto e tem dado resultados
inconsistentes. Oberlender, Guilherme et al. (2013), para avaliar os efeitos do IGF-1 sobre as
taxas de maturacdo in vitro de oocitos suinos, dividiu os oocitos aspirados em dois grupos, (1)
oocitos provenientes de pequenos foliculos (2-4mm), e (2) oocitos provenientes de grandes
foliculos (5-8mm), e os submeteram a MIV na presenca de 100ng/ml de IGF-1. Os autores
observaram que a adicdo de IGF-I ao meio IVM aumentou as taxas de maturacdo de foliculos
pequenos, ao passo que, o IGF-1 ndo teve efeito sobre esse paramento nos 00cCitos
provenientes de grandes foliculos. Esses dados indicam que, durante o crescimento folicular,

mudangas cruciais para a maturacdo dos oocitos ocorrem nas células do cumulus e nos fatores
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presentes no fluido folicular, sendo que a capacidade de desenvolvimento oocitario esta

diretamente relacionada ao estagio folicular, o que pode influenciar os resultados.

Além da acdo sobre a maturacdo, varios estudos relatam que a adi¢do de IGF-1 nos
meios de MIV e CIV diminui a apoptose em o6citos bovinos (WASIELAK; BOGACKI, 2007;
RODRIGUES et al., 2016; ASCARI et al., 2017) e em blastocistos suinos (WASIELAK et al.,
2013). Finalmente, além de reduzir a apoptose, estudos in vitro também demonstram que o
IGF-1 também aumenta a expressdo da proteina de ligacdo ao RNA induzivel pelo frio, que

protege as células do estresse térmico (PAN et al., 2015).

2.5 Criopreservacao

A criopreservacao € o processo pelo qual células, tecidos e embrides sdo armazenados
em nitrogénio liquido (-196 °C) por tempo indeterminado. Essa técnica tem como principio
basico a reducdo da temperatura como forma de reduzir o metabolismo celular, permitindo
que as células e tecidos possam ser conservados por longos periodos, possibilitando a
retomada do seu desenvolvimento normal apds o reaquecimento. 1sso é possivel porque, na
temperatura criogénica, todas as reacfes quimicas, processos biolégicos, bem como as
atividades intra e extracelulares, estdo suspensas, sendo que, teoricamente, uma célula ou
tecido podem ser mantidos criopreservados indefinidamente (SHEIKHI et al., 2011).
Entretanto, durante a reducdo da temperatura, ocorrem altera¢bes fisicas e quimicas nas
estruturas celulares, que podem vir a inviabilizar o processo. Portanto, o sucesso dessa técnica
depende de uma delicada e complexa interacdo entre importantes variaveis.

Para compreender os efeitos das temperaturas muito baixas sob as células e tecidos,
deve-se reconhecer que muitas estruturas e processos celulares dependem da temperatura e,
consequentemente, a refrigeracdo gera condi¢cdes que estdo muito distantes da fisiologia
celular normal (PEGG, 2007). De forma geral, os efeitos bioldgicos do congelamento séo
definidos pela taxa de congelacdo da agua, a qual determinara a quantidade de gelo formado e
a concentragdo final dos solutos que permaneceram dissolvidos na fase liquida remanescente.
Dessa forma, a lesdo celular decorrente do congelamento da agua pode ocorrer de forma
direta, pelas injurias mecéanicas devido a formacdo de cristais de gelo, como também pelos

efeitos secundarios oriundos das alteracfes na composicao da fase liquida, liesdes osmoticas.
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Medidas que minimizem os danos gerados pela criopreservacdo estdo diretamente

relacionadas com as taxas de formacdo de gelo e com o controle da osmolaridade intracelular.
Para atingir esse objetivo, é necessario remover 0 maximo possivel de dgua das células antes
de se proceder com a sua congelacdo, pois se esta desidratagdo ndo ocorrer, grandes cristais de
gelo se formardo no meio intracelular, lesionando severamente a estrutura celular (PEGG,
2007). No entanto, deve-se tomar cuidado com a desidratacdo celular, pois a remocao
demasiada de agua das células também pode ser deletéria (FAHY; Wowk, 2015).

A desidratacdo celular é desencadeada basicamente pela adicdo de crioprotetores ndo
permeéaveis a célula no meio de congelamento, os quais geram uma pressao osmatica no meio
extracelular, fazendo com que a agua saia das células na tentativa de manutencdo do
equilibrio osmotico. Dessa forma, como havera pouca agua no citoplasma, essa nao ira
resfriar abaixo do seu ponto de congelamento, e todo o gelo formado estara no meio
extracelular. Além da pressdo osmotica, a taxa de transporte dgua através da membrana
celular também ¢é dependente da taxa de reducdo da temperatura. Taxas elevadas de
resfriamento gera um ineficiente transporte de dgua para fora da célula, predispondo a célula a
congelar internamente (MAZUR; RALL; LEIBO, 1984). Por outro lado, se a velocidade de
congelamento for muito lenta, a desidratacdo ocorrera de forma exacerbada levando ao “efeito
solucdo”, sendo que, nessa situacdo, os componentes celulares precipitam, comprometendo
funcBes bioldgicas de enzimas e proteinas (SzeLL; SHELTON, 1986). Portanto, o ideal para
processos de congelamento seria um método capaz de evitar a formacdo de cristais de gelo
sem causar o efeito solucdo (MAZUR; RALL; LEIBO, 1984).

Além dos crioprotetores extracelulares, ha aqueles com capacidade de ultrapassar a
membrana celular, e agirem no interior da célula. Essas substancias atuam protegendo as
organelas e estabilizando membranas durante o congelamento (DOBRINSKY et al., 2000). Os
crioprotetores permeaveis mais comumente utilizados para a criopreservacdo de o0citos sdo o
etilenoglicol (EG), glicerol, dimetilsulféxido (DMSO), propilenoglicol (PG), e acetamida. A
escolha do crioprotetor dependera da sua permeabilidade e toxicidade para a célula que sera
congelada, sendo que o etilenoglicol tem sido relatado como o melhor crioprotetor para
odcitos suinos, principalmente devido a sua elevada permeabilidade e baixa toxicidade (Wu et
al., 2006).
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2.5.1 Congelamento de o0citos

A criopreservacdo oocitaria pode ser importante para a aplicacdo das outras
tecnologias reprodutivas, como a producdo in vitro de embriBes, engenharia genética, e
transferéncia nuclear (GUPTA; UHM; LEE, 2007). Tentativas para criopreservacdo de odcitos
de muitas espécies de mamiferos tém sido relatadas, mas as taxas de fertilidade e de
desenvolvimento posteriores foram muito menores do que aquelas obtidas para odcitos
frescos (NOHALEZ et al., 2015).

O od6cito é uma das maiores células dos mamiferos e, por este motivo, é caracterizada
por uma baixa relacdo entre superficie e volume. Isto certamente tem um impacto sobre 0s
resultados de criopreservacdo, considerando que o transporte de agua e a penetracdo de
crioprotetores atraves da membrana plasmatica sdo pontos criticos para a desidratacdo do
meio intracelular, e, entdo, para a reducdo da formacdo de gelo intracelular e controle do
estresse osmotico (CoTiccHIo et al., 2004). Outra barreira a circulacdo de agua e dos
crioprotetores para dentro e para fora do odcito é a zona pelucida, camada glicoproteica que
envolve todo o odcito. Além da barreira mecénica da zona pellcida, o processo de
congelamento oocitario suino desencadeia a prematura liberacdo dos granulos corticais, 0s
quais levardo ao endurecimento da zona pellcida, tornando a penetracdo espermatica e a
fertilizacdo impossivel (RoJAs et al., 2004; Wu et al., 2006).

Outro obstaculo ao congelamento é a presenca de um grande numero de goticulas
lipidicas intracitoplasmaticas nos odcitos, pois os lipidios reduzem a criotolerancia celular e
causam danos irreversiveis a estrutura da membrana (NAGASHIMA et al., 1999; GUPTA; UHM;
LEg, 2007). Em comparagdo com outras espécies domésticas, o 00cito suino apresenta alto
teor de lipidios intracelular, tornando-o mais susceptivel ao armazenamento em baixa
temperatura, com consequente diminuicdo da taxa de sobrevivéncia e progressdo apoptotica
apos o descongelamento (GALEATI et al., 2011; VALLORANI et al., 2012). Avaliando a
guantidade de &cidos graxos em odcitos imaturos, o0citos suinos apresentam duas vezes mais
lipidios em comparacgdo aos o00citos bovinos, e trés vezes mais que em o0citos da espécie

ovina (Mcevoy et al., 2000).
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Devido a essas limitacdes, odcitos de mamiferos, principalmente de suinos, continuam

sendo um dos tipos de células mais dificeis de criopreservar, sendo que 0 baixo sucesso dessa
técnica € decorrente da sua elevada sensibilidade ao resfriamento (RoJAs et al., 2004). As
principais alteragdes celulares desencadeadas pelo resfriamento séo a exocitose prematura
cortical, aumento da ativacdo partenogenética e danos aos elementos do citoesqueleto do
odcito (Wu et al., 2006). Quaisquer alteracdes a esses recursos terdo repercussdes sobre a

fertilizacdo normal e sobrevivéncia oocitéaria.

2.6 Vitrificacdo oocitaria

Ha basicamente duas técnicas utilizadas para a criopreservacdo de o06citos, o
congelamento lento e o ultrarrapido (Vitrificacdo). As tentativas iniciais para congelar oocitos
utilizavam os mesmos métodos de congelacdo lenta que foram considerados como o padréo
de ouro para a criopreservacdo de embriGes. No entanto, congelamento lento oocitario ndo
gerou taxas de sobrevivéncia e fertilizacdo satisfatorias, sendo que, com o tempo, novos
protocolos que priorizavam o aumento da taxa de resfriamento e da concentracdo de
crioprotetores foram preconizados (EDGAR; GOOK, 2012).

Com a introducdo e avanco das técnicas de vitrificacdo, houve uma melhoria
significativa na eficacia da criopreservacdo de odcito (CHIAN; WANG; LI, 2014). Com relagédo
aos odcitos suinos, o primeiro sucesso na criopreservacdo, isto é, a capacidade da célula em
manter sua viabilidade e competéncia meidtica, foi conseguida através da técnica de
solidificacdo vitrea por resfriamento ultrarrapido (vitrificacdo) na presenca de concentracbes
elevadas de agentes crioprotetores.

O principio da vitrificagdo consiste em submeter as células a altas taxas de
resfriamento e altas concentracdes de crioprotetores, com a finalidade de aumentar a
viscosidade dos meios intra e extracelulares (KUwWAYAMA et al., 2005). Dessa forma torna-se
possivel resfria-las, passando-as do estado liquido ao estado vitreo sem a formacao de cristais
de gelo. Assim, a vitrificacdo simplifica e melhora o processo de criopreservacao, ja que
elimina a lesdo mecénica dos cristais de gelo, além de eliminar a necessidade de encontrar
taxas de resfriamento e aquecimento ideais, mas complica os efeitos osmoticos e tdxicos

oriundo da alta adicdo e remocéo de agentes crioprotetores (FAHY; Wowk, 2015).
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O sucesso da vitrificagcdo depende basicamente de trés fatores: viscosidade do meio de

congelamento; taxas de resfriamento; e volume de amostra (YAVIN; ARAV, 2007). A alteracédo
da viscosidade é alcancada a partir da adicdo de crioprotetores ao meio de vitrificacdo. Mayer
(1985) afirmou que, para agua pura, seria necessario aplicar uma taxa de -10 milhdes de graus
por segundo a fim de conseguir transformar o liquido em vidro, ao passo que, para solucgdes
de crioprotetores, a reducdo de 100-1000°C/min é suficiente para alcancar a vitrificagéo.
Entretanto, tentar influenciar as propriedades da solucdo de vitrificacdo utilizando
concentragfes muito elevadas de agentes crioprotetores permeéveis ndo é aconselhavel, pois
essas substancias tendem a ter efeitos toxicos e hipertdénicos quando utilizados em excesso
(VAITA; KUWAYAMA, 2006).

Portanto, a selecdo dos crioprotetores que serdo utilizados deve ser criteriosa,
observando sempre a sua permeabilidade e toxicidade. A combinacdo de diferentes
crioprotetores é uma estratégia utilizada a fim de ultrapassar esta limitacdo (NOHALEZ et al.,
2015). Os crioprotetores mais comumente utilizados para a criopreservacdo de 00citos suinos
sdo EG, DMSO e PG. Entre eles, o etilenoglicol, o qual apresenta elevada permeabilidade e
baixa toxicidade, tem sido demonstrado como o mais eficaz (Wu et al., 2006).

Com relagéo ao volume da amostra, ao reduzi-la consegue-se diminuir a quantidade de
liguido que tem que ser resfriado, e aumentar a taxa de resfriamento, reduzindo a
probabilidade de formacdo de cristais de gelo. A técnica "tamanho minimo de gota" foi
descrita pela primeira vez em 1992, quando foi definida como o volume minimo em que pode
ser mantido odcitos e embrides sem danos (ARAV et al., 2002). Os métodos de vitrificacao de
odcitos suinos consideram essa teoria, utilizando minimas quantidades de amostras na
criopreservacao. Portanto, a fim de obter uma probabilidade méxima de vitrificagdo, todos
esses fatores que afetam o processo devem ser cuidadosamente equilibrados.

A reducéo da temperatura ndo depende somente da taxa de resfriamento, mas também
da metodologia de envase utilizada. Steponkus et al. (1990) observaram que quando a solugéo
a ser vitrificada entra em contato direto com o nitrogénio liquido, sem o isolamento produzido
pelas paredes de plastico das palhetas, a reducdo de temperatura ocorria de forma muito mais
acentuada. Através dessa observacdo surgiu o conceito de metodologias abertas de

vitrificacdo, nas quais as estruturas a serem vitrificadas ficam em contato direto com o
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nitrogénio. Vale ressaltar que a chave para o sucesso destes métodos também depende dos

demais fatores ja descritos, sendo que é de extrema importancia a reducdo da quantidade de
meio de vitrificacdo em torno de um odcito, o que Ihes permite passar rapidamente através de
uma zona de temperatura critica, na presenca de um agente crioprotetor (VAITA, 2000; ARAV
etal., 2002).

Dentre as novas metodologias de vitrificacdo utilizadas em suinos, as técnicas de
palhetas abertas e esticadas (open pulled straw - OPS), a cryotop, e a vitrificacdo em
superficie sélida (solid surface vitrification - SSV), sdo as mais utilizadas. A técnica de open
pulled straw (OPS) desenvolvida por Vajta et al. (1998), provocou um grande impacto no uso
da vitrificacdo sendo uma técnica bastante utilizada para odcitos e embrides de varias espécies
de mamiferos. Em suinos essa técnica vem sido utilizada para a vitrificacdo de odcitos (ROJAS
et al., 2004; MEeN et al., 2006; Liu et al., 2008; MARCO-JIMENEZ; CASARES-CRESPO; VICENTE,
2014; DAl et al., 2015), entretanto as taxas de clivagem sé&o em torno de 10% a partir de
odcitos vitrificados.

A técnica da superficie solida de vitrificacdo (SSV) foi desenvolvida na tentativa de
reduzir ao maximo o efeito do isolamento térmico causado pelos dispositivos de plastico, uma
vez que utiliza o metal como condutor de temperatura (DINNYES, 2000). Nesse método, os
odcitos, junto a solucdo de crioprotetores, sdo depositados diretamente sobre uma superficie
de metal pré-resfriada a -150°C, a qual é posteriormente mergulhada em nitrogénio liquido.

Com base na teoria do volume minimo, o mais recente método desenvolvido € o
cryotop (Kuwayama et al., 2005). Esta técnica consiste de uma fina haste de polipropileno nas
quais os odcitos sao depositados em volumes minimos (0,1 pL). Uma vez que os 06citos estdo
colocados no Cryotop, quase toda a solucdo de carga é removida por aspiracdo antes da
imersdo direta em nitrogénio liquido, por isso esse volume reduzido. Portanto, a principal
vantagem deste método é que a velocidade de resfriamento é rapida (-23000°C / min),
evitando assim as lesdes pelo frio (KUwAYAMA et al.,, 2005). O volume extremamente
pequeno também é Gtil para alcancar taxas de aquecimento ainda mais elevadas ( -42000 °C /
min), evitando assim a recristalizacdo (GALEATI et al., 2011).

Outra vantagem do método € que, no Cryotop, as concentracGes de crioprotetores

permeaveis é reduzida para 30%, minimizando assim possiveis efeitos toxicos (KUWAYAMA
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et al., 2005). Liu et al. (2008) demostraram que o dispositivo e as solugdes Cryotop séo mais

eficientes do que os da técnica de OPS para a vitrificagdo de oocitos suinos, resultando em
taxas relativamente elevadas de clivagem e blastocisto, apds ativacdo partenogénica. Ao
avaliar o método cryotop para vitrificagdo de o6citos suinos maturados, Vallorani et al. (2012)
obtiveram 61,1% de odcitos vidveis apds o reaquecimento.

2.6.1 Estagio Vitrificacao

Ja é descrito que odcitos suinos em diferentes estagios de meiose respondem
diferentemente a criopreservacdo, ou seja, as fases meidticas de odcitos influenciam a
capacidade de célula sobreviver ao resfriamento (RoJAs et al., 2004; ZHou; L1, 2009; SOMFAL;
KIKUCHI; NAGAI, 2012; NOHALEZ et al., 2015). Os o0citos passam por transicdes do status
nuclear durante a maturacdo, sendo que as propriedades associadas com cada fase meidtica
incluem o tamanho das células, a permeabilidade da membrana plasmatica, a presenca ou
auséncia de uma membrana nuclear, e a presenca ou auséncia de uma configuracédo de fuso e
cromossomo (Wu et al., 2013). Por isso, a fase do ciclo celular em que a célula se encontra
durante a meiose e maturacéo afeta o resultado da criopreservacao.

Odcitos em meiose Il (MII) resistem melhor a danos da criopreservacdo, que 0s
odcitos na fase de vesicula germinativa (VG) (RoJAS et al., 2004), apesar de que 0s 00citos
imaturos apresentam menores sensibilidades microtubulares a refrigeracdo e ndo apresentam
fuso meidtico (Wu et al., 2006). No trabalho de Rojas et al. (2004), ao avaliar o efeito da
vitrificagdo em odcitos imaturos e maturados in vitro, a taxa de clivagem dos odcitos foi de
10% para aos maturados, ao passo que 0s 00citos imaturos ndo tiveram nenhum
desenvolvimento.

Esta sensibilidade a criopreservacdo dependente da fase de oocitos pode ser explicada
pelas alteragbes estruturais na membrana celular durante a maturagdo, 0 que afeta a
temperatura de transicdo de fase de lipidios da membrana, um fator determinante para a
criotolerdncia de células (GHETLER et al., 2005). Além disso, odcitos imaturos apresentam
menor permeabilidade aos crioprotetores, em compara¢do com oocitos maturados (NOHALEZ
et al.,, 2015), o que pode resultar em baixas taxas de sobrevivéncia. A0 mesmo tempo, a

presenca de células do cumulus afeta a permeabilidade oocitaria, diminuindo a eficacia dos
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protocolos de vitrificacdo. Entretanto, a desnudacdo nao é uma opgdo para a resolucdo deste

problema, uma vez que as células do cumulus sdo importantes para a maturacdo
citoplasmatica e nucelar dos odcitos (ATEF et al., 2005).

De forma geral, odcitos em MII s&o tradicionalmente preferidos para vitrificacdo, mas,
apesar da taxa de sobrevivéncia dos odcitos maturados in vitro apés a vitrificagdo serem
relativamente altas, a taxa de fertilizacdo e a competéncia de desenvolvimento embrionario
sdo seriamente comprometida (SOMFAI; KIKUCHI; NAGAI, 2012). Vitrificacdo de odcitos Ml
acarreta em falha na formacdo pronuclear masculina, além de induzir a partenogénese e
reduzir os niveis de glutationa citoplasmaticos (SOMFAI et al., 2007). Em contraste, 0s 00citos
vitrificados como complexos cumulus-oophorus, no estagio de vesicula germinal (VG),
apresentam baixas taxas de sobrevivéncia, mas mantém a capacidade de se submeter a
fertilizacdo normal, e, como ndo apresentam fuso meiético, evita danos a essa estrutura
(IsACHENKO et al., 1998; SomFAI; KikucHI; NAGAI, 2012), a qual é a mais afetada na

vitrificacdo de oocitos M.

2.6.2 Principais crioinjurias

As alteracdes relacionadas a estrutura oocitéria, aos cromossomos e ao citoesqueleto,
sdo as principais causas de insucesso da criopreservacao de odcitos (Wu et al., 2006; SHI et
al., 2007; GALEATI et al., 2011). Isso ocorre porgque 0 processo de criopreservacao, incluindo a
exposicdo aos crioprotetores, resulta em extrema desorganizagdo dos fusos meidticos, levando
ao comprometimento da fertilizagéo e do crescimento de embrides (SHi et al., 2007). Os fusos
meidticos sdo estruturas dindmicas que consistem em micro tdbulos, sendo que sua
desorganizacdo pode levar a dispersdo cromossdémica, aneuploidia ou poliploidia dos odcitos
criopreservados (CHEN; YANG, 2009), além da falha de fertilizagdo normal e de
desenvolvimento embrionario. Vale ressaltar que a ruptura do citoesqueleto, ou seja, lesdes no
sistema microtubular, também pode conduzir a libertacdo prematura dos granulos corticais e o
endurecimento da zona pelicida (GHETLER et al., 2006).

De forma geral, o processo de criopreservacao reduz tanto a porcentagem de o0citos
com fusos organizados, quanto a porcentagem de o0citos com cromossomos integros (Wu et

al., 2006). Galeati et al. (2011), ao avaliarem o efeito da vitrificacdo sobre o6citos maturados,
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observaram que esse processo levou a um aumento significativo de fusos danificados e

cromossomos deslocados a partir da placa metafésica e dispersos no citoplasma. Liu et al.
(2003) observaram que a despolimerizacdo do fuso comeca apds o resfriamento dos odcitos
suinos a 24°C e a sua desmontagem completa ocorre quando 0s odcitos sdo resfriados para
4°C. Além disso, eles relataram que os danos ao fuso e ao cromossomo ndo sdo reversiveis
através da incubacéo de odcitos apds o reaquecimento. Em seres humanos, o periodo de 1 a 3
horas de incubacdo apos a descongelacdo tem demonstrado aumentar de forma significativa a
taxa de fuso normal (CioTTi et al., 2009). No entanto, com relacdo aos odcitos porcinos
vitrificados, a taxa de fusos normais permaneceu baixa apoés 30 minutos de incubacdo pds-
aquecimento (SHi et al., 2007). Galeati et al. (2011) também ndo observaram qualquer
melhoria na organizacdo do fuso meidtico e da distribuicdo cromossdmica em odcitos
examinados imediatamente apds o0 aquecimento em compara¢do com aqueles incubados
durante duas horas, sugerindo que a configuracdo normal do fuso ndo € restaurada durante a
incubacdo, em odcitos suinos.

Com relacdo as caracteristicas estruturais da célula oocitaria, essa se liga intimamente
com a zona peldcida através de vilosidades projetadas pelas células do cumulus que atingem o
oolema através de juncbes gap. As funcles fisioldgicas das jungdes gap no foliculo sdo
diversas, fornecendo suporte nutricional, transmitindo sinais elétricos e transportando
moléculas mensageiras das células foliculares ao o0cito, as quais sdo responsaveis pela
propagacdo dos sinais induzidos pela estimulagdo hormonal (ATEF et al., 2005). Desta
maneira, a interacdo entre as células do cumulus e do odcito é imprescindivel para o
desenvolvimento oocitério e a obtengéo de células viaveis para fertilizacéo.

Entretanto, essas estruturas sdo afetadas pelo processo de vitrificagdo, foto esse
responsavel por uma das causas de reducdo da eficiéncia do processo. Wu et al. (2006)
constataram que, apés a vitrificacdo de odcitos suinos, essas celulas exibiram varios graus de
lesBes. As principais observacGes foram que as células do cumulus de alguns odcitos foram
separadas do complexo cumulus oophorus, e a zona pellcida adjacente foi rompida. Além
disso, houve rupturas também nas jun¢des comunicantes entre as células do cumulus e odcito,
e muitas microvilosidades foram interrompidas, tiveram sua quantidade reduzida, ou

desapareceram.
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Vaérias outras estruturas oocitarias sdo lesionadas com o processo de congelamento

celular, como as mitocondrias, alterando o seu potencial de membrana (LEl et al., 2014) e, por
consequéncia, o metabolismo energético celular (MomozAwA et al., 2013). O processo de
criopreservacao também pode gerar um aumento na producdo de radicais livres (GUPTA,
UHM; LEE, 2007), os quais, além de atingirem diretamente as estruturas celulares, podem
ativar a cascata da apoptose (VALLORANI et al., 2012).

Dessa forma, melhorias nos protocolos de congelamento tém sido buscadas, na
tentativa de aumentar a sobrevivéncia oocitaria poés descongelamento, assim como melhoras
taxas de fertilizacdo e de clivagem. Nesse cenario a vitrificacdo oferece uma nova perspectiva
em matéria de criopreservacdo de odcitos, com menos prejuizo para celulares que o

congelamento lento (LEI et al., 2014).

2.7 Resposta oocitéria frente ao estresse

O desenvolvimento de gametas e embrides pode ser influenciado por uma ampla gama
de estressores ambientais, os quais afetam até mesmo aos embrides de mamiferos que se
desenvolvem no ambiente protegido do trato reprodutivo materno, sendo mais expressivo nas
biotecnologias em reproducédo assistida (LATHAM, 2016). Os tipos potenciais de estresse
incluem os térmicos, osmaticos, oxidativos, restricdo de nutrientes, pH, entre outros. O
processo de maturacdo in vitro e vitrificacdo oocitaria sdo considerados dois fatores
estressantes, ja que alteram diretamente o microambiente e o metabolismo celular.

As respostas celulares a maioria desses estressores convergem no reticulo
endoplasmatico (ER), com a inducdo da resposta proteica, afetando diretamente a capacidade
da célula de sintetizar, dobrar, transportar e realizar modifica¢fes pos-traducdo das proteinas,
ou alterar as caracteristicas do reticulo endoplasmatico, por exemplo, teor de calcio, oxidacao
lipidica, concentragcdo de espécies reativas de oxigénio (YOON et al., 2014; HARADA et al.,
2015; LATHAM, 2016). A ativacdo das vias de estresse leva ao desencadeamento das cascatas
de apoptose, levando a degeneracgéo celular.

No caso do cultivo in vitro e criopreservacdo de oocitos, além das caracteristicas de
pH e osmolaridade dos meios, fatores como o estresse térmico e oxidativo assumem grande

importancia. Portanto, € necessario que 0s oocitos submetidos a esses processos modulem as
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respostas celulares, na tentativa de combater esses estressores, e evitar a ativacdo das vias de

estresse.

2.7.1 Alteragéo na expressao génica

Nos ultimos anos, foi demonstrado que a vitrificacdo altera a expressdo génica em
odcitos e embrides. Em bovinos, Spricigo et al. (2017) observaram regulacdo positiva na
expressao de genes relacionados ao estresse térmico (Hsp70), estrese oxidativo, (superoxido
dismutase — SOD) e com o transporte de glicose (SLC2A1), em oocitos bovinos vitrificados
as 2 h de pds-aquecimento. Diferentemente, os autores observardo uma reducdo na expressao
do gene GPX, responsavel pela sintese da glutationa peroxidase, enzima importante no
combate ao estresse oxidativo. De maneira semelhante, em outro estudo, oocitos bovinos
vitrificados apresentaram regulacdo positiva genes proéapoptoticos, proteina X associada a
BCL2 (Bax), e regulacdo negativa de genes antiapoptoticos, como célula B/linfoma 2 tipo 1
(BCL2L1) (XUE-MING et al., 2016).

Apesar de haver varios trabalhos que avaliem a expressdo génica em oocitos e
embrides vitrificados de outras espécies (TAN et al., 2013; TRAPPHOFF et al., 2016; XUE-MING
et al., 2016; SPRICIGO et al., 2017; LI et al., 2018; SARAIVA et al., 2018), estudos avaliando
oocitos e embrides suinos ainda sdo poucos. Diferentemente do que foi observado para
bovinos, Dai et al. (2015) observaram regulacdo negativa do gene SOD, Bax e BCL2L1 em
oocitos suinos vitrificados. Entretanto, ao avaliar a expressdao dos genes apoptéticos e
relacionados ao estresse oxidativo, (Niu et al., 2016) observardo que 0 processo de
vitrificagdo de oocitos suinos diminuiu os niveis de transcri¢do das caspases 3,8,9, do TNF-a,
e do gene Bax, mas aumentou a expressdo dos genes Bcl-2 e SOD. Devido a divergéncia de
resultados, é importante continuar conduzindo trabalhos que avaliem o efeito da vitrificacdo

sobre a expressao génica em 0ocitos suinos.

2.7.2 Apoptose celular

A apoptose, denominada como morte celular programada, € um processo fisioldgico e
desempenha um papel importante na eliminacédo de células germinativas em todas as etapas da

00génese e mesmo ap0s a ovulacdo (TIWARI et al.,, 2015). Mais de 99% das células
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germinativas sdo eliminadas do ovério por apoptose atraves da atresia folicular, enquanto

menos de 1% chegam ao estagio de ovogbnia (ALBERTINI et al., 2001). Entretanto, fatores
externos a fisiologia celular podem levar a alteracbes no metabolismo celular, considerados
estressantes para a célula, podem desencadear o processo de apoptose, reduzindo a viabilidade
celular.

A apoptose em oocitos envolve tanto vias mediadas pelas mitocondrias (intrinseca)
como vias relacionadas a receptores de superficie celular (extrinseca) (figura 13) (TIWARI et
al., 2015). As vias intrinsecas de apoptose envolve alteracdo da dindmica e potencial de
membrana mitocondrial. Fatores envolvidos no estresse oxidativo e que levam a um aumento
intracelular de fon célcio (Ca®") estimula a apoptose mediada por mitocdndrias em oécitos. O
aumento intracelular de Ca®* induz a formacdo do fon peroxido que, juntamente com os
radicais livres produzidos pelo estresse oxidativo, afetam a relagcdo de expressdo de genes pro
e antiapoptdticos (BAX:BLC2) na mitocondria, alterando seu potencial de membrana (Liu;
TRIMARCHI; KEEFE, 2000). A mudanca no potencial da membrana mitocondrial desencadeia a
liberacdo de citocromo ¢ no citoplasma celular, o que levard a ativacdo das caspases
intracelulares, enzimas responsaveis pela apoptose celular (Liu; TRIMARCHI; KEEFE, 2000;
ZHANG et al., 2006). Ja a via apoptotica extrinseca € iniciada pela ativacdo da familia de
receptores do fator de necrose tumoral (FAS e TNFR1) (TiwARI et al., 2015), a qual também
ativard a via das caspases. A caspase 3, principal enzima apoptética, é responsavel pela
clivagem das principais proteinas estruturais e reguladoras celular, resultando na
fragmentacdo do DNA oocitério, uma caracteristica marcante da apoptose (LIU; TRIMARCHI;
KEEFE, 2000).
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Figura 13 - Diagrama esquematico mostrando o envolvimento das mitocondrias e receptores de
membrana na via de apoptose em o6citos de mamiferos.
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Fonte: Adaptado de Tiwari et al. (2015)

Vaérios fatores estressores podem desencadear a cascata de apoptose (figura 14), sendo
que a privacdo oocitaria de varias moléculas sinalizadoras, fatores de sobrevivéncia e fatores
de crescimento oriundos das células da granulosa, assim como excesso de substancias nocivas
(ROS), desencadeiam a suscetibilidade de o6citos a apoptose (Liu; TRIMARCHI; KEEFE, 2000;
ATEF et al., 2005). Um fator importante para a manutencdo da homeostase oocitaria é a
comunicagdo cruzada entre as células da granulosa e os odcitos, a qual é essencial para a
sobrevivéncia de ambos os tipos de célula (ATEF et al., 2005). Portanto, a apoptose da célula
da granulosa e/ou a remocéo prematura das células da granulosa circundantes privam o odcito
dos fatores de crescimento, nutrientes e fatores de sobrevivéncia que podem levar a apoptose

de oocitos cultivados in vitro (CHAUBE et al., 2005).
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Figura 14 - Representacdo esquematica mostrando varios fatores que podem desencadear a apoptose

de ovdcitos, como a falha de comunicagdo entre odcito e célas da granulosa, sinalizagdo

molécula (Ca2+, AMPc e GMPc), fatores oxidantes (NO, H202 e OH-), fatores de

sobrevivéncia, fatores pré-apoptéticos (Bax, citocromo c, caspases 8 e 9) e fatores

apoptéticos (caspase 3 e fragmentacdo do DNA). Casp 3. Caspase 3; Frag DNA:
Fragmentacéo de DNA, Cit c: Citocromo c; Casps 8, 9:Caspases 8 e 9
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Fonte: Adaptado de Tiwari et al. (2015)

Adicionalmente, a relacdo entre fatores anti e prdapoptdticos € importante para
determinar a taxa de sobrevivéncia celular. Fatores que indiretamente impulsionam o0citos
para iniciar a morte celular apoptética sdo denominados fatores pré-apoptoticos, ao passo que
os fatores apoptéticos estdo diretamente envolvidos na ruptura da histoarquitetura celular,
levando ao aparecimento de caracteristicas apoptoticas morfoldgicas (TIWARI et al., 2015). Ja
os fatores antiapoptéticos tendem a inibir a via de inicializagdo da apoptose, protegendo a
célula da morte programada. Em oocitos, a reducdo desses fatores, como o BCL2, leva ao
aumento intracelular dos fatores préapoptdticos e apoptoticos, desencadeando a apoptose
(CHAUBE et al., 2005). Portanto, a relacdo entre um promotor (como a expresséo de Bax) e um
supressor apoptotico (como a expressdao de Bcl2) em uma célula determina se a mesma

sofrerd apoptose ou sobrevivera (CHAUBE et al., 2005).
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2.7.3 Proteinas do Choque térmico (heat shock proteins — HSP)

As proteinas de choque térmico (HSPs) desempenham um papel critico na resposta
celular a estimulos estressantes ambientais, incluindo o estresse oxidativo gerado durante a
maturacdo e cultivo in vitro de oocitos e embrides (BERNARDINI et al., 2004), e 0 estresse
térmico causado pelos processos de vitrificagdo/reaquecimento (CASTILLO-MARTIN et al.,
2015). As HSPs sdo um conjunto de proteinas altamente conservadas sintetizadas em resposta
ao estresse, que atuam como chaperonas moleculares, que inibem as alteracbes em proteinas
decorrentes do estresse que levam a desnaturacdo, agregacdo e morte celular (CALDERWOOD
et al., 2010). Além disso, HSPs tém outras propriedades desejaveis, incluindo a capacidade de
antagonizar diretamente as vias de morte celular, incluindo a apoptose dependente de caspases
(GARRIDO et al., 2006).

A resposta ao estresse térmico (heat shock response — HSR) é regulada a nivel
transcricional pelo fator de transcri¢do de choque térmico 1 (HSF1).Para isso, o HSF-1 liga-se
aos promotores de todos os genes codificantes de HSP ap0s o estresse, e desencadeia a
regulacdo positiva da sintese de mRNA das HSPs (Zou et al., 1998). Ainda ndo esta claro
qual seria o gatilho inicial para ativacdo do HSF-1, porem, uma das teorias propostas
envolvem as proprias HSPs (CALDERWOOD et al., 2010). Garrido et al. (2006) demonstraram
que células expostas ao estresse apresentam elevados niveis de HSP70 e HSP90, as quais sdo
responsaveis pelo inicio da HSR e ativacdo da via do HSF-1. Além disso, o0 estrese térmico
pode levar a ativacdo de uma serie de proteinas quinases, as quais estdo envolvidas na
ativacdo do HSF-1 e consequentemente da HSR. Dentre essas vias, a inducdo da via da
fosfatidilinositol-3 quinase esta envolvida na resposta ao estresse. O chogue térmico ativa PlI-
3K levando ao acumulo de fosfatidilinositol-1, 4-bisfosfato, fosfatidilinositol-1, 4, 5-trifosfato
e ativacdo de PI-3K (CHu et al., 1996). A ativacdo de PI-3K leva a ativacdo da AKT que,
embora ndo age diretamente dobre a fosforilagdo do HSF1, pode causar ativacdo indireta
através da inibicdo da glicogénio sintase quinase 3 (GSK3) (CHu et al., 1996). A GSK3 é um
inibidor da HSF1 e sua inibicdo pela AKT pode promover a ativagdo da HSF1.
Adicionalmente, a HSF1 é fortemente ativada pelo PKA dependente de AMP ciclico (CHol et

al., 1991). A ativacdo da HSR inclui a expressdo da Hsp70 e a fosforilacdo da Hsp27 que
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antagonizam os efeitos pré-apoptoticos das quinases do estresse e aumentam a sobrevivéncia

celular (CALDERWOOD et al., 2010) (Figura 15).

Figura 15 - Imagem ilustrativa de duas cascatas de sinalizagdo de quinase ativadas por choque térmico.
PI-3K: fosfatidilinositol-3 quinase; AKT: proteina quinase B; GSKS3: glicogénio sintase
quinase 3; PKA: proteina quinase A; HSF-1: fator de transcricdo do chogue térmico 1;
HSP70 e 27: proteina do choque térmico 70 e 27.
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Fonte: Adaptado de Calderwood et al. (2010)

Podemos observar que algumas vias de sinalizacdo do choque térmico sdo as mesmas
envolvidas na sinalizacdo intracelular do IGF-I (rever figura 13). Portanto, o IGF-I pode estar
diretamente relacionado a via celular de resposta ao estresse, auxiliando a célula a enfrentar os
desafios ambientais. Baseado nisso, Chiang et al. (2012) demonstraram que a resposta
intracelular do IGF-I est& diretamente relacionada com a ativacdo da HSF-I, sendo esse fator
de transcricdo um dos mediadores dos efeitos de sobrevivéncia e longevidade celulares
desencadeados pelos IGF-I.

As HSPs sdo agrupadas em diferentes familias com base no seu tamanho molecular:
HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 e HSP27/28. A familia HSP70s contém membros distintos
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em muitos compartimentos celulares, sendo que alguns sdo constitutivamente expressos

(HSC70) enguanto outros sdo induzidos por varios estressores (HSP70) (NEUER et al., 1999).
Lanska et al. (2006), ao avaliar oocitos suinos, observaram a presenca da HSP70 logo apds a
aspiracdo folicular, confirmando que a isoforma induzivel da HSP70 é sintetizada durante o
crescimento oocitério. Esta condicdo em suinos é diferente da apresentada em camundongos,
ja que Curci et al. (1991) ndo observaram a expressao de HSP70 em od0citos de camundongos
em crescimento. Adicionalmente, a fim de avaliar a resposta dos oocitos suinos frente ao
estresse térmico, Lanska et al. (2006) submeteram o0s oocitos em crescimento a altas
temperaturas e avaliaram a expressdo da HSP70. De acordo com os resultados, esses autores
observaram que apds uma hora da exposicdo as temperaturas elevadas, houve a expressdo
méaxima de HSP70, a qual ia reduzindo com o passar do tempo. Esses resultados demostram
que oocitos suinos podem responder ao estresse térmico com a producdo das formas
induziveis das HSP’s, sendo que a expressdao da HSP70 esta diretamente relacionada com a

termotolerancia oocitaria (BASIRICO et al., 2011).

2.7.4 Estressse oxidativo

Os processos de vitrificagdo e reaquecimento, assim como outros fatores de estresse,
como a maturacdo (MIV) e cultivo in vitro (CIV), foram relatados como perturbadores do
estado de oxidacdo-reducdo celular (redox), gerando reducdo do conteudo intracelular de
glutationa (GSH) e aumentando os niveis de espécies reativas ao oxigénio (ROS) em odcitos
(SARAGUSTY; ARAV, 2011) e blastocistos suinos cultivados in vitro (CASTILLO-MARTIN et al.,
2014).

A formagdo de ROS ocorre durante o metabolismo oxidativo celular ocorre, e sdo
considerados intermediarios quimicos reativos oriundos do metabolismo do oxigénio. Em
uma celula saudavel, 1 a 2% do oxigénio sdo convertidos em algum intermediario reativo, 0s
quais podem ser o anion superéxido (O;), peroxido de hidrogénio (H20,), radical hidroxilo
(OH"), éxido nitrico (NO") ou peroxinitrito (ONOO), revisado por Bathgate (2011). O estresse
oxidativo ocorre quando as quantidades de ROS presentes no meio superam a capacidade da
célula em degrada-los. Ou seja, quando o equilibrio fisiolégico entre a producdo de ROS e as

defesas antioxidantes celulares € perdido, 0 que pode ocorrer durante a exposicdo a estimulos
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estressantes, a célula fica exposta ao estresse oxidativo, o qual resultara em danos aos &cidos

nucléicos, proteinas e lipidios (GUERIN; EL MOUATASSIM; MENEZO, 2001).

Um dos meios para controlar a formacdo excessiva de ROS é a sua degradacdo por
enzimas antioxidantes. No sistema antioxidante, a superoxido dismutase citosolica (SOD1) e
a superdxido dismutase dependente de manganés mitocondrial (SOD2) sdo as enzimas iniciais
que permitem a conversdao de O, para H,O, (McCCORD; FRIDOVICH, 1969). O perdxido de
hidrogénio é entdo transformado em &gua pela catalase (CAT) e pela glutationa peroxidase
(GPX) que estdo presentes no citoplasma e na mitocondria (MCCORD; FRIDOVICH, 1969). A
glutationa redutase (GR) e a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) também estdo
envolvidas no ciclo redox da glutationa, como participam da regeneracdo de GSH e NADPH
(LONERGAN et al., 2003; HANSEN; HARRIS, 2015).

A principal defesa celular contra 0 O, e 0 peroxinitrito € um grupo de oxidorredutases
conhecidas como superoxido dismutases (SODs), as quais catalisam a dismutagdo do O, em
oxigénio e H,0, (MccoRrD; FRIDOVICH, 1969). O mecanismo de dismutacdo do O,” em H,0,
pela SOD envolve reducdo e reoxidacdo de um metal de transicdo redox ativo, como o cobre
(Cu), para a SOD 1 e 3, e 0 manganés (Mn), para a SOD2, no sitio ativo da enzima (Figura
16A) (FukAl; UsHIO-FUKAI, 2011). Em contrapartida, a glutationa peroxidase (GPx) é uma
enzima citosolica que catalisa a reducédo do peroxido de hidrogénio em &gua e oxigénio, além
de catalisar a reducdo de radicais peroxidos em alcoois e oxigénio (KNAPEN et al., 1999). Para
regular o estado redox celular a GPx utiliza a glutationa reduzida (GSH) como cofator para
reduzir o peréxido de hidrogénio, resultando na formacdo de glutationa oxidada (GSSG).
Posteriomente, A enzima glutationa redutase (GR) recicla GSSG para GSH usando NADPH
como uma fonte de equivalentes redutores, e a enzima glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD) mantém reservas celulares de NADPH (LuBos; LosCALzO; HANDY, 2011) (Figura
16B). A relagéo entre GSH e GSSG (GSH/GSSG) é um indicador de saude celular, sendo um

dos principais indicadores do potencial redox (MARI et al., 2009).
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Figura 16 - (A) Mecanismo de conversdo do radical superoxido (O,) em peroxido de hidrogénio
(H,O,) e oxigénio (O,) pela superéxido dismutase (SOD), e (B) Vias de
reducdo/oxidacdo envolvidas na manutencdo dos cofatores necessarios para a atividade
da glutationa peroxidase (GPx). Mn: manganés; Cu: cobre. GP6: glicose-6-fosfato;
G6PD: glicose-6fosfato desidrogenase; 6-fosfogluconato; GSH: glutationa reduzida;
GSSG: glutationa oxidada.
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2.8 Glutationa reduzida (GSH)

A glutationa reduzida (GSH) é o principal composto sulfidrilico ndo proteico presente
nas células de mamiferos, e € bem conhecida por desempenhar um importante papel na
protecdo das células contra os efeitos nocivos dos ROS (MEISTER; ANDERSON, 1983),
desempenhando um papel crucial como protetor celular e na manutencdo do status redox
intracelular (HANSEN; HARRIS, 2015). As propriedades quimicas e fisicas inerentes do radical
tiol redox-ativo da GSH permite o ciclos de oxidagdo e reducdo celular sob condicOes
fisiologicas, servindo como um removedor de radicais livres, um redutor catalitico, um doador
de elétrons, um depdsito de armazenamento fisioldgico de cisteina, e um determinante critico
do estado redox celular (SCHAFER; BUETTNER, 2001).

Na funcéo reprodutiva, o0 GSH participa da descondensacao espermatica e da formacéo
do pronucleo masculino, durante a fertilizacdo em ratos (PERREAULT; BARBEE; SLOTT, 1988),
suinos (YOSHIDA et al., 1993) e bovinos (SUTOVSKY; SCHATTEN, 1997). Adicionalmente, a
adicdo de GSH ou dos precursores da sua sintese, como a cisteina, ao meio de cultivo de

oocitos, melhora a eficiéncia de maturacdo através do aumentando do conteido de GSH
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oocitario em ratos (TRAPPHOFF et al., 2016; MOAWAD; TAN; TAKETO, 2017), suinos

(WHITAKER; CASEY; TAUPIER, 2012; LI et al., 2018), bovinos (DE MATOS; FURNUS, 2000;
CurNOw et al., 2010) e ovinos (DE MATOS et al., 2002). Dessa maneira, variagdes no
contetdo intracelular de GSH ou no potencial redox, relacdo entre GSH/GSSG (Egsn) podem
induzir o envelhecimento pés-ovulatério, comprometer a formagdo pronuclear masculina,
aumentar a apoptose e prejudicar o desenvolvimento embrionario (L1 et al., 2011).

A GSH é sintetizada exclusivamente no citosol e é compartimentalizada em “pools
redox” no reticulo endoplasmatico (ER), nticleo ¢ mitocondria (TRAPPHOFF et al., 2016). A
GSH é sintetizada pelo durante a maturacdo oocitaria tanto pelo odcito quanto pelas células
do cumulus, sendo que sua maior concentracdo intraoocitaria é encontrada no estagio Ml
(HANSEN; HARRIS, 2015). Entretanto, Somfai et al. (2007) relataram que o processo de
maturacdo in vitro e vitrificagdo oocitéria reduz significativamente o conteudo total de GSH
em odcitos de suinos. Baseado nisso, Moawad; Tane Taketo (2017) adicionaram 1mM de
GSH aos meios de vitrificacdo e reaquecimento de oocitos e observaram que essa
suplementacdo aumentou a taxa de desenvolvimento embrionario de oocitos de ratos
criopreservados. Além da suplementacdo dos meios de criopreservacdo, a maturacdo oocitaria
na presenca de GSH produz oocitos com maior contetdo citoplasmatico de GSH, melhorando
a funcdo mitocondrial e a regulacdo da homeostase redox dos oocitos apos a vitrificacao, o

que levou a reducdo dos niveis intracelulares de ROS (TRAPPHOFF et al., 2016).

3 CONSIDERACOES FINAIS

O sucesso na criopreservacao de odcitos traria uma significativa contribuicdo para o
desenvolvimento de biotecnologias embrionarias. A técnica de criopreservacao ja € aplicada
com éxito na criopreservacdo de algumas espécies de mamiferos, mas ainda precisa ser
aprimorada para a espécie suina. De forma geral, os odcitos sdo considerados como sendo
uma das celulas mais dificeis de serem criopreservadas, sendo que, 0 00cito suino, devido as
suas caracterizas estruturais e composicdo, apresenta uma elevada sensibilidade ao
resfriamento. Ainda ndo ha um protocolo de criopreservagdo pré-definido para suinos, e sim

algumas consideragdes sobre o processo.
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Como uma alternativa a tradicional metodologia de congelamento (congelamento

lento), a vitrificacdo trouxe um avango importante na criopreservacdo de odcitos suinos. Essa
técnica tem como objetivo eliminar as lesbes geradas pela formacdo intercelular de gelo,
passando a célula diretamente do estado liquido para o estado vitreo. Entretanto esse processo
tem alguns pontos chaves, sendo que o0 seu sucesso depende da viscosidade e do tamanho da
amostra, e da taxa de resfriamento.

Com base nos aspectos acima mencionados, 0 aperfeicoamento dos protocolos de
criopreservacao para od0citos suinos pode ser conseguido por vérias abordagens diferentes,
levando em consideracdo a taxa de resfriamento e a composicdo dos meios. Em relagdo a
composicdo dos meios de vitrificacdo, 0 uso de substancias antioxidantes, como a glutationa,
auxilia o odcito a combater as espécies reativas ao oxigénio formadas no processo de
criopreservacado, reduzindo os danos as membranas e DNA oocitéario. Dessa forma, pode-se
gerar odcitos de melhor qualidade apds o descongelamento.

Além disso, outra alternativa que possa proporcionar o descongelamento de odcitos de
melhor qualidade, envolve uma preparacdo do o0cito para o processo de vitrificacdo.
Substéancias que auxiliam a célula oocitaria a modular sua resposta frente ao estresse térmico,
sdo consideradas promissoras. Baseado nisso, o IGF-I, por ser um fator que além de estar
envolvido na maturacdo oocitaria e na comunicacao entre 0s o0citos e as células da granulosa,
participa dos processos de expressdo de genes relacionados ao estresse e as vias de apoptose,
pode ser utilizado durante a maturacdo oocitaria de forma com que se produza um oécito mais

preparado para o processo de vitrificacao.
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Abstract

The present study sought to determine whether in vitro maturation (IVM) of pig oocytes in a medium
supplemented with insulin growth factor-I (IGF-1) and subsequent vitrification with or without
reduced glutathione (GSH) affect their quality and developmental competence, and the expression of
genes involved in antioxidant, apoptotic and stress responses. In Experiment 1, cumulus-oocyte
complexes were matured in the absence or presence of IGF-1 (100ng-mL™) and then vitrified-warmed
with or without 2mM of GSH. Maturation rate was evaluated before vitrification, and oocyte viability,
DNA fragmentation and relative transcript abundances of BCL-2-associated X protein (BAX), BCL2-
likel (BCL2L1), heat shock protein 70 (HSPA1A), glutathione peroxidase 1 (GPX1) and superoxide
dismutase 1 (SOD1) genes were assessed in fresh and vitrified-warmed oocytes. In Experiment 2,
fresh and vitrified-warmed oocytes were in vitro fertilized and their developmental competence
determined. Whereas the addition of IGF-I to maturation medium had no effect on oocyte maturation,
it caused an increase in the survival rate of vitrified-warmed oocytes. This effect was accompanied by
a concomitant augment in the relative transcript abundance of HSPA1A and a decrease of BAX.
Furthermore, the addition of GSH to vitrification-warming media increased survival rates at post-
warming. Likewise, the action of GSH was concomitant with an increase in the relative abundance of
GPX1 and a decrease of BAX transcript. Blastocyst rates of vitrified-warmed oocytes did not differ
from their fresh counterparts when IGF-1 and GSH were combined. In conclusion, supplementing
maturation medium with 100ng-mL™ IGF-I and vitrification-warming solutions with 2mM GSH
improves the quality and cryotolerance of IVM pig oocytes, through a mechanism that involves BAX,
GPX1 and HSPA1A expression.

1 Introduction

Cryopreservation of gametes is considered an efficient tool to maintain genetic resources, contributing
to research and development of assisted reproductive technologies (Zhou and Li, 2009;Galeati et al.,
2011). However, cryopreservation causes damages to the oocyte structure, chromosomes, and
microtubules, including the meiotic spindle (Shi et al., 2006;Wu et al., 2006;Fu et al., 2009).
Furthermore, cold shock alters mitochondrial activity, affecting apoptosis pathways (Dai et al., 2015),
and also induces premature extrusion of cortical granules, thus reducing sperm penetration and further
embryo development (Ghetler et al., 2006).

Pig oocytes are highly sensitive to cooling and freezing due to the large amount of lipids present in the
cytoplasm (Galeati et al., 2011), which increase their susceptibly to oxidative stress and lipid
peroxidation. Furthermore, vitrified pig oocytes have higher levels of reactive oxygen species (ROS)
than their fresh counterparts (Gupta et al., 2010). As a result, developmental competence of pig
oocytes is seriously affected by vitrification (Wu et al., 2013;Santos et al., 2017). Therefore, oxidative
stress during pig oocyte vitrification and warming results in DNA damage and impairs fertilization and
embryonic development (Galeati et al., 2011;Wu et al., 2013;Spricigo et al., 2017).

Glutathione (GSH) is a ubiquitous, major non-enzymatic antioxidant that plays a crucial role as a
cellular protector and in the maintenance of intracellular redox status (Hansen and Harris,
2014;Trapphoff et al., 2016). Glutathione may be found in its reduced form (GSH) or oxidized
(glutathione disulfide, GSSG), and the GSH:GSSG ratio is used to estimate the redox state of the cell.
Such a role is important for the protection of the oocyte against oxidative stress during vitrification
(Mart et al., 2009). GSH is synthesized throughout oocyte maturation and its highest concentration is
reached at the MII stage. Variations in intracellular GSH content or GSH-related GSH/GSSG redox
potential (Egsy) can induce post-ovulatory aging, compromise male pronuclear formation, augment
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apoptosis and impair embryonic development (Li et al., 2012). Somfai et al. (2007) showed that in
vitro maturation (I\VM) and cryopreservation significantly reduce overall GSH content in pig oocytes.
Supplementing maturation media with GSH improves mitochondrial function and regulation of redox
homeostasis (Trapphoff et al., 2016). Moreover, the addition of GSH to cryopreservation media
stabilizes the nucleoprotein structure of frozen—thawed boar spermatozoa (Yeste et al., 2014) and
increases blastocyst development of vitrified-warmed mouse oocytes (Moawad et al., 2017).

The composition of in vitro maturation media has strong impact on oocyte quality and cryotolerance.
In this regard, supplementation of maturation and culture media with insulin-like growth factor | (IGF-
I) stimulates oocyte maturation and promotes blastocyst development in several species (Kocyigit and
Cevik, 2015;Pan et al., 2015;Arat et al., 2016;Chen et al., 2017). In pigs, although IGF-I has been
reported to promote the synthesis of hyaluronic acid and the expansion of cumulus cells (Nemcova et
al., 2007), its role in IVM remains unclear and has yield inconsistent results. Nevertheless, several
studies reported that the addition of IGF-I during in vitro maturation and culture decreases apoptosis in
bovine oocytes (Wasielak and Bogacki, 2007;Rodrigues et al., 2016;Ascari et al., 2017) and in porcine
blastocysts (Wasielak et al., 2013). Wasielak et al. (2013) also demonstrated that adding IGF-1 at a
concentration of 100ng/ml into maturation medium increases the BCL2L1:BAX transcript ratio in pig
blastocysts, and the increased expression of anti-apoptotic genes, such as BCL2, and a decreased
expression of apoptotic-related genes, such as BAX, indicates higher blastocyst quality (Chen et al.,
2017). Finally, besides reducing apoptosis, IGF-I also enhances the expression of cold-inducible
RNA-binding protein (CIRBP), which protects cells from vitrification and warming (Pan et al., 2015).

Against this background, the hypotheses were: (1) adding IVM medium with IGF-1 improves the
cryotolerance of pig oocytes via anti-apoptotic and heat shock signaling pathways; and (2)
supplementation of vitrification—-warming media with GSH protects the oocyte from oxidative stress.
To test these hypotheses, the present study determined whether supplementing IVM medium with
100ng/mL IGF-I and adding 2mM GSH to vitrification—warming media alter the viability, DNA
integrity, developmental competence of vitrified-warmed IVM pig oocytes, as well as the relative
transcript abundance of genes involved in antioxidant (GPX1 and SOD1), apoptotic (BAX, BCL2L1)
and stress responses (HSPA1A).

2 Materials and Methods
2.1 Ethics and reagents

The present study was carried out after institutional approval by Universidade Federal de Lavras,
Brazil (UFLA). All experimental protocols accomplished the Ethical Principles of Animal
Experimentation adopted by the Institutional Animal Care and Use Committee Guidelines from this
institution (protocol number 043/14).

Unless otherwise specified, all reagents were purchased from Sigma—Aldrich (St Louis, MO, USA).
2.2 In vitro maturation (IVM) of cumulus—oocyte complexes (COCs)

Ovaries were collected from pre-pubertal gilts at a local abattoir (Frigorificos Costa Brava, S.A;
Girona, Spain) and immediately transported to the laboratory, inside an isolated recipient filled with
physiological saline solution supplemented with 1mg-mL™ kanamycin sulphate and pre-warmed at
38°C. Cumulus—oocyte complexes (COCs) were obtained by aspirating 3—6 mm follicles, using an 8-
gauge needle attached to a 10mL disposable syringe. In each replicated, approximately 50 ovaries,



112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131

132

133
134
135
136
137
138

139

140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

151
152
153

83

from 25 different gilts, were aspired. After follicle aspiration, the conical tubes containing the
aspirated fluid were rested in a water bath at 38.5°C for 10 minutes. After this time, the supernatant
was removed to produce the follicular fluid necessary for supplementation of the in vitro maturation
media. Additionally, the pellet containing the COCs were transferred to a Petri dish (35mm, Nunc,
Denmark) prefilled with 3 mL Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS) containing 1mg-mL™
polyvinyl alcohol (PVA), and then selected under a stereomicroscope. Only COCs with complete and
dense cumulus oophorus and homogenous cytoplasm were used. After three washes in the same
medium, groups consisting of 50 COCs were transferred into a Nunc 4-well multidish containing
500uL of modified North Caroline State University 37 (NCSU37) medium (Petters and Wells, 1993),
supplemented with 0.57mM cysteine, 5mg-mL™ insulin, 50uM B-mercaptoethanol and 10% (Vv/v)
porcine follicular fluid (PFF). COCs were cultured at 38.5°C in a humidified environment with 5%
CO, content in the air. The medium used for the first 22h of in vitro maturation was supplemented
with 1mM dibutyrylcAMP (dbcAMP), 10 1U-mL™ equine chorionic gonadotropin (eCG; Foligon;
Intervet International, Boxmeer, Netherlands) and 10 1U-mL™ human chorionic gonadotropin (hCG:;
Chorulon; Intervet International, Boxmeer, Netherlands). After 20-22h of culture, COCs were
transferred into fresh maturation medium and cultured for a 20-22h period without any
supplementation (Funahashi et al., 1997). Besides the hormonal supplementation traditionally used in
the first 22-24 hours, half of selected oocytes is maturated in presence of 100ng.mi-1 of IGF-I, which
were added in the maturation media in both periods, in other words, the IGF-I supplementation was
made in the entire process.

2.2.1 Evaluation of in vitro maturation

In vitro maturation of oocytes was evaluated by orcein staining (Hunter and Polge, 1966). Briefly,
oocytes were mounted onto glass slides (less than five oocytes per slide) under coverslip (supported
with paraffin-vaseline corners) and fixed in ethanol: acetic acid (3:1; v: v) for 24h. Then, oocytes were
stained with 1% orcein (w: v) in 45% acetic acid (v: v) and assessed using a phase-contrast
microscope at 100x magnification. Oocytes were classified according to the stage of nuclear
maturation as germinal vesicle (GV), metaphase | (MI) and metaphase Il/telophase | (MII/TI) (Fig. 1).

2.3 Oocyte vitrification and warming

In vitro matured oocytes were vitrified using the Cryotop carrier and the solution described by
Kuwayama et al. (2005). All manipulations were performed on a hot plate at 38.5°C under a laminar
flow hood in a room at 25°C. Briefly, immediately after in vitro maturation, presumptive maturated
denuded oocytes were transferred into equilibration solution (ES) consisting of 7.5% ethylene glycol
(EG) and 7.5% dimethylsulfoxide (DMSQO) in a holding medium, composed of TCM-199 HEPES and
supplemented with 20% foetal calf serum (FCS; GIBCO BRL, Invitrogen, Barcelona, Spain). After
10-15 min at 38.5°C, oocytes were transferred into 20-pL drops of vitrification solution (VS)
consisting of holding medium supplemented with 15% EG, 15% DMSO and 0.5M sucrose. After 30—
40s, oocytes were loaded into a manufactured Cryotop device with minimum volume of vitrification
solution and plunged immediately into liquid nitrogen. The entire process, from VS exposure to
plunging into liquid nitrogen was completed within 60s.

Vitrified oocytes were warmed by submerging Cryotop devices directly in thawing solution (holding
medium supplemented with 1M sucrose) at 39°C. After 1 min, oocytes were transferred into dilution
solution (0.5M sucrose dissolved in holding medium) for 3 min. Subsequently, oocytes were washed
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twice for 5 min in TCM-199 HEPES supplemented with 20% FCS and then cultured in plain IVM
medium for 2h.

2.4 In vitro fertilization and embryo culture

In vitro matured oocytes from all treatment groups were fertilized in vitro before and after vitrified-
warmed process. Briefly, oocytes were washed twice with pre-equilibrated modified Tyrode’s albumin
lactate pyruvate (TALP) prior to being transferred in groups of 20 into four-well dishes containing
250uL of fertilization medium per well. Fertilization medium consisted of TALP medium described
by (Rath et al., 1999), supplemented with 3mg-mL™ fatty acid-free bovine serum albumin (BSA) and
1.1mM sodium pyruvate.

Sperm-rich fractions were collected by the gloved-hand technique from a mature Duroc boar known to
be fertile. For in vitro fertilization, sperm cells were selected by washing through a two-step (50% and
80%; v:v) Percoll gradient (Noguchi et al., 2013). Briefly, 2mL of 50% Percoll was layered on top of
2mL of 80% Percoll in a 15mL conic centrifuge tube. Thereafter, 0.5mL of diluted semen (1:1 in BTS)
was added with care to avoid mixing solutions. Samples were subsequently centrifuged at 700xg and
24°C for 20 min. Supernatant layers were removed by aspiration; the resulting sperm pellet was re-
suspended in 10mL pre-equilibrated TALP medium and then washed by centrifugation at 500xg and
24°C for 5 min. The resulting pellet was re-suspended in the same medium and sperm concentration
was determined with a Makler counting chamber (Sefi Medical Instruments; Haifa, Israel). Finally,
and after appropriate dilution in TALP medium, 250uL of sperm suspension was added to each
fertilization well containing oocytes to obtain a final concentration of 1x10° spermatozoa-mL™.

At 1.5h post-insemination (h.p.i.), oocytes were washed and settled into culture with fresh TALP
medium. After 7.5 h.p.i., extra spermatozoa were removed by repeated pipetting and presumptive
zygotes were washed twice in culture medium and then transferred to 25-pL culture droplets (15-20
embryos/drop) under mineral oil (Nidoil; Nidacon, Sweden). The basic culture medium used for
embryo development was a modified NCSU-23 medium (Petters and Wells, 1993) supplemented with
0.57mM cysteine, 5mg-mL™ insulin, 10mL-mL™ minimum essential medium (MEM) non-essential
amino acid solution, 20mL-mL™ basal medium Eagle (BME) amino acid solution and 4mg-mL™ BSA.
From Day 0 (the day of IVF) to Day 2, the medium used for embryo culture contained sodium
pyruvate (0.17mM) and sodium lactate (2.73mM) as energy sources. From Day 2 to Day 7, the basic
culture medium contained glucose (5.55mM; (Castillo-Martin et al., 2014a). All incubations were
performed at 38.5°C in a humidified environment with 5% CO, in air.

2.4.1 Evaluation of fertilization and embryo development

Presumptive zygotes were attached onto glass slides and fixed with the same protocol used to evaluate
oocyte maturation. At 18 h.p.i., oocytes were evaluated under a phase-contrast microscope at 100x
magnification and the following parameters were assessed: (1) penetration rate (number of fertilized
oocytes/number of inseminated oocytes); (2) monospermy rate (number of oocytes containing only
one male-head sperm pronucleus/number of penetrated oocytes); and (3) total efficiency of
fertilization (number of monospermic oocytes/number of inseminated oocytes). Degenerated and
immature oocytes were not considered. Embryo development was assessed under stereomicroscope
based on of cleavage (> 2-cell stage) at 48 h.p.i. and blastocyst rates (number of blastocysts at day
7/number of cleaved embryos).

2.5 Evaluation of DNA fragmentation and oocyte membrane integrity
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To determine plasma membrane integrity and DNA fragmentation of in vitro matured fresh and
vitrified-warmed oocytes, ethidium homodimer-1 staining (EthD-1) was combined with TUNEL assay
(In-Situ Cell Death Detection System; Roche Diagnostic, Indianapolis, IN, USA) (Fatehi et al., 2005).
Briefly, denuded oocytes were rinsed in D-PBS containing 1mg-mL™ PVA and subsequently
incubated with 4uM EthD-1 (Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA) in
PBS at 37°C in the dark for 5min. Oocytes were washed in PBS containing 0.3% polyvinylpyrrolidone
(PBS-PVP) and then fixed with 4% paraformaldehyde (Electron Microscopy Science, Fort
Washington, PA, USA) in PBS at 4°C overnight.

After fixation, oocytes were washed four times in PBS-PVP and permeabilised with 0.1% (v/v) Triton
X-100 in PBS for 1h. Then, oocytes were washed twice in PBS—-PVP and incubated in TUNEL
reaction cocktail at 37°C for 1h in a dark and humidified environment. Positive and negative control
samples were included in each assessment. Positive control consisted of a previous treatment with
DNase | (50U-mL™) in PBS-PVP at 37°C for 20 min in the dark. Negative control did not contain the
terminal transferase. After washing in PBS—-PVP, controls and samples were mounted with 4pL
Vectashield Medium (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) containing 4’, 6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI, 1.5 mg/ml) on a microscopic slide, and then covered with a coverslip. Stained
oocytes were examined under a fluorescence microscope (Zeiss Axio Imager Z1; Carl Zeiss,
Oberkochen, Germany), at excitation wavelengths of 365nm for DAPI, 485nm for TUNEL
(conjugated with fluorescein isothiocyanate, FITC) and 580nm for EthD-1.

Total number of oocytes (DAPI™; blue), number of non-viable oocytes (EthD-1"; red stain) and
number of oocytes with fragmented DNA (TUNEL"; green) were counted (Fig. 2). According to the
obtained colorations, oocytes were classified as: a) viable oocytes with intact DNA (TUNEL/EthD-1"
); b) non-viable oocytes with intact DNA (TUNEL/EthD-1") and non-viable oocytes with fragmented
DNA (TUNEL*/EthD-1%).

2.6 RNA extraction and quantitative real-time PCR analysis (QPCR)

In vitro matured and vitrified-warmed oocytes from all treatments were collected for analysis.
Immediately after maturation in vitro and vitrification recovery gene expression time denuded oocytes
were washed three times in D-PBS containing 1mg-ml™ PVA at 38.5°C, snap-frozen in liquid nitrogen
and stored at -80°C until mRNA extraction and reverse transcription.

Poly(A)-RNA extraction was performed with pools of 20 oocytes per experimental group, following
the manufacturer’s instructions, using the Dynabeads mRNA Direct Extraction Kit (Dynal Biotech;
Oslo, Norway) with minor modifications. In brief, each pool of oocytes was lysed in 50pL of Lysis
buffer for 5 min; the resulting lysate was then hybridized with 10uL pre-washed beads for 5 min. After
hybridisation, poly(A)-RNA-bead complexes were washed twice in 50pL washing buffer A and twice
in 50pL washing buffer B. Next, samples were diluted in 16pL elution buffer and heated to 70°C for 5
min. Following this, 4uL gScript cDNA supermix (Quanta Biosciences; Gaithersburg, MD, USA) was
added and the Reverse Transcription (RT) reaction was carried by out using oligo-dT primers, random
primers, dNTPs and gScript reverse transcriptase. The RT reaction was performed in a thermocycler
(Quanta Biosciences; Gaithersburg, MD, USA) at the following conditions: first step of 5 min at 25°C,
followed by 1h at 42°C for RT of mRNA, and 10 min at 70°C to inactivate the RT enzyme. After RT,
cDNA was diluted with 25uL elution solution and stored at -20°C until use.

The relative abundance of mMRNA (cDNA) transcripts was determined by real-time quantitative PCR
(gPCR) using the 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems; Foster City, CA, USA). The
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gPCR reaction mix contained 10pL Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City,
California, USA), 0.25uL forward primer and 0.25uL reverse primer (Life Technologies, Madrid,
Spain) specific for the genes of interest and 2.5uL cDNA template. Final volume of 20uL was reached
by adding nuclease-free water. PCR amplification was carried out with one step of denaturation at
95°C for 5 min; 45 cycles of amplification with denaturation step at 94°C for 15 s, annealing step for
30 s at the appropriate annealing temperature for primers; and extension step at 72°C for 40 s. The
identity of PCR products was verified with gel electrophoresis (2% agarose gel containing 0.1 pL-mL"
' SafeView; Applied Biological Materials, Vancouver, Canada). Three technical replicates per
biological replicate and individual gene were evaluated. Furthermore, no-RT control, where the
reverse transcription was carried out without RT enzyme, and no template control (NTC), where PCR
was conducted without cDNA template, were included for each probe set to ensure that no cross-
contamination occurred (i.e. negative controls).

Five separate genes, BCL-2 associated X protein (BAX), BCL2-like 1 (BCL2L1), heat shock protein 70
(HSPALA), glutathione peroxidase (GPX1) and cytosolic copper-zinc-containing superoxide dismutase
(SOD1), plus an endogenous control gene (glyceraldehide-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH),
were amplified (Table 1). The comparative threshold cycle (Ct) method was used to quantify relative
gene expression levels and quantification was normalized using the endogenous control (GAPDH). To
determine the threshold cycle for each sample, fluorescence data were acquired after each elongation
step. Following the comparative Cr method, the AC; value was determined by subtracting the
GAPDH-C+ value of each sample from the C+ value of each target gene within the sample. Calculation
of AAC+ involved using the highest sample AC+ value (i.e. the sample with the lowest target gene
expression) as an arbitrary constant to subtract from all other AC+ sample values. Fold differences in
relative transcript abundance were calculated for target genes assuming an amplification efficiency of
100% and using the formula 24,

2.7 Experimental design

Two experiments were designed to determine whether the addition of IGF-1 to conventional IVM
medium and that of GSH to vitrification-warming media improved oocyte survival and development
capacity after vitrification and warming. Based on previous reports and preliminary experiments
conducted in our lab, the treatments tested were IGF-I at 100ng-mL™ (Wasielak et al., 2013) and GSH
at 2 mM (0.62 mg-mL™) (Yeste et al., 2014).

In experiment 1, cumulus—oocyte complexes (COCs) obtained from pre-pubertal gilts ovary were
selected and matured in vitro in conventional IVM medium (control) or in the same medium
supplemented with 100ng-mL™ IGF-I. Between 40 and 44 hours after the onset of IVM, half of the
oocytes in each treatment group were vitrified and warmed in conventional medium (control vitrified-
warmed), or in the same medium added with 2mM GSH. The other half of oocytes was used to
evaluate maturation rates and the quality of non-vitrified IVM oocytes. Before quality evaluations,
vitrified-warmed oocytes were incubated for an additional 2-h period in their respective IVM medium
and were then collected to assess viability and DNA fragmentation (n=12 replicates) and gene
expression (n = 4 replicates). Additionally, the experiment 2 was conducted for evaluated the influence
of IGF-I and GSH on development embryotic capacity of vitrified-warmed oocytes. In this
experiment, the process of maturation, vitrification and warming, is the same of experiment 1.
However, after two hours of vitrification recovery, oocytes from each treatment group were in vitro
fertilized and cultured, and the rates of fertilization, monospermy fecundation, cleavage and
blastocyst development were determinate.
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2.8 Statistical analyses

All statistical analyses were conducted using a statistical package (IBM SPSS for Windows, Version
23.0; Armonk, NY, USA). All parameters were previously checked for normality and homogeneity of
variances (homocedasticity) using Shapiro-Wilk and Levene tests, respectively. When necessary, data
were transformed through arcsine square root (arcsin\x).

In experiment 1, the effects of supplementing IVM with IGF-I on in vitro maturation were determined
with a t-test for independent samples. The effects of treatment (i.e. IGF-I, GSH, IGF-I+GSH) and
vitrification (i.e. fresh vs. vitrified-warmed) on oocyte viability, DNA fragmentation and relative
expression of BAX, BCL2L1, HSPA1A, GPX1 and SOD1 were determined with using a two-way
ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test for multiple comparisons. In experiment 2, the same
tests were used and independent variables were penetration, monospermy and cleavage rates, total
efficiency of fertilization, and blastocyst formation. When, despite transformed, data did not fit with
parametric assumptions, a non-parametric Scheirer-Ray-Hare ANOVA for ranked data was run. The
Mann-Whitney test was used for pair-wise comparisons.

Data are expressed as means * standard error for the mean (SEM). In all cases, P<0.05 was considered
as significant.

3 Results

3.1 Effects of supplementing VM medium with IGF-I and vitrification-warming solutions with
GSH on oocyte maturation, viability and DNA fragmentation

A total of 654 oocytes from 12 replicates were evaluated after 44h of IVM. Supplementation of IVM
medium with IGF-I did not affect oocyte maturation, as the proportion of oocytes in all nuclear stages
was similar when control and IGF-I groups were compared (Fig. 3).

With regard to oocyte viability and DNA fragmentation, the percentages of viable, fresh oocytes with
intact DNA was significantly higher (P<0.05) than that observed for vitrified-warmed oocytes. Non-
vitrified oocytes presented similar viability and DNA fragmentation rates for both treatment groups
(i.e. control and IGF-I) (Fig. 4).

As far as in vitrified-warmed oocytes are-cencerned, previous in vitro maturation in the presence of
100ng-mL™ IGF-I or supplementation of vitrification-warming solutions with 2mM GSH sigrificantly
(P<0.05) increase the proportion of viable oocytes with intact DNA. Remarkably, the highest
proportion of viable vitrified-warmed oocytes with intact DNA was found when they were
simultaneously in vitro matured in the presence of IGF-1 and vitrified-warmed in a medium
supplemented with GSH (Fig. 4A). The same results were obtained when the proportion of non-viable
oocytes with to fragmented DNA was evaluated (Fig. 4B).

3.2 Effects of supplementing IVM medium with IGF-I and vitrification-warming solutions with
GSH on the expression of BAX, BCL2L1, HSPA1A, GPX1 and SOD1

Data regarding relative transcript abundances produced in response to the presence of both IGF-I in
IVM medium and GSH in vitrification-warming media are shown in Fig. 5. Supplementation of IVM
medium with IGF-I had no effect on the expression profiles of BAX, BCL2L1, HSPA1A, GPX1 and
SOD1 genes in fresh oocytes. In contrast, supplementing IVM maturation medium with IGF-I and
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addition of vitrification-warming solutions with GSH (P<0.05) positively affected the expression of
BAX, HSPA1A and GPX1 in vitrified-warmed oocytes but did not alter that of the SOD1 gene.

A higher expression of HSPALA was observed after vitrification-warming in all treatment groups, but
the extent of that increase was significantly (P<0.05) higher in those that were in vitro matured in the
presence of IGF-I, with or without GSH. On the other hand, while the relative abundance of GPX1-
transcripts was significantly higher after cryopreservation, supplementing vitrification-warming
solutions with GSH led to the highest expression of this gene (P<0.05; see Fig. 5). Moreover, relative
abundance of GPX1-transcripts was also significantly (P<0.05) higher in vitrified-warmed oocytes that
had been in vitro matured with IGF-I.

Relative transcript abundance of BCL2L1 gene was significantly (P<0.05) higher in vitrified-warmed
oocytes than the fresh oocytes, regardless of supplementing IVM and vitrification-warming media
with IGF-I and GSH, respectively. Conversely, although relative BAX-transcript abundance was
significantly (P<0.05) higher in control vitrified-warmed oocytes, previous in vitro maturation with
IGF-I and addition of vitrification-warming solutions with GSH did counteract that increase (Fig. 5).
Therefore, the level of transcripts for the BAX gene was similar between fresh and vitrified-maturated
treated oocytes. Furthermore, the BAX:BCL2L1 ratio was significantly (P<0.05) higher in fresh
oocytes than in those vitrified after maturation with IGF-I or vitrified with GSH (Fig 5).

3.3 Effects of supplementing IVM medium with IGF-I and vitrification-warming solutions with
GSH on monospermy and penetration rates, and on embryo development

Addition of IVM with IGF-1 did not influence monospermy, penetration, cleavage and blastocyst rates
in embryos derived from fresh oocytes (Fig. 6). Monospermy, penetration and cleavage rates, as well
as the blastocyst development, were significantly (P<0.05) lower in embryos derived from vitrified-
warmed oocytes than in those derived from their fresh counterparts (Table 2). However, penetration
rates of vitrified-warmed control oocytes were significantly (P<0.05) lower than those previously
matured in the presence of IGF-I (Fig. 6). Furthermore, when assessing IVF rates for vitrified-warmed
oocytes, cleavage rates were significantly (P<0.05) higher in oocytes previously matured with IGF-I
and vitrified-warmed with GSH than in control oocytes (Fig. 6). Conversely, neither the addition of
IVM medium with IGF-I nor supplementing vitrification-warming solutions with GSH influenced
monospermy rates.

Regarding embryo development, the total number of blastocysts formed was negatively affected by the
vitrification-warming technique, regardless of the composition of IVM and vitrification-warming
media (Table 2). Nevertheless, when blastocyst rates were evaluated, that is, the ratio of blastocyst
formed to cleavage oocytes (% blastocyst at day 7), significant (P<0.05) differences between fresh and
vitrified-warmed oocytes groups were found. Indeed, fresh oocytes matured with IGF-I gave
significantly (P<0.05) higher blastocyst rates than oocytes vitrified-warmed without GSH (Fig. 6). In
spite of the addition of IGF-I to the maturation medium and GSH in the vitrification and warming
media did not improve the rate of cleavage and percentage of blastocyst formed, in making the relation
between these two parameters, vitrified-warmed oocytes in the presence of GSH presented blastocyst
rate similar to the group of fresh oocytes matured with IGF-I (Table 2).

4 Discussion

Our results suggest that supplementing maturation medium with IGF-1 and vitrification-warming
solutions with GSH improve the quality and cryotolerance of IVM pig oocytes. Moreover, addition of



364
365
366
367
368
369
370
371
372

373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388

389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410

89

IGF-I to IVM medium and/or of GSH to vitrification-warming solutions also has some beneficial
effect on survival rates and developmental competence, and affects the relative transcript abundance of
genes related to apoptosis and heat stress. These results are important, as oocyte cryopreservation is
known to decrease cell viability and DNA integrity, as well as the cleavage and blastocyst rates of
embryos derived from these oocytes. Therefore, a modified composition of IVM and vitrification-
warming media with IGF-1 and GSH, respectively, appears to better preserve in vitro matured pig
oocytes. This is especially important as, because of the composition of their cytoplasm and plasma
membrane, oocyte cryopreservation in pigs is considered to be more difficult than in other mammalian
species (Galeati et al., 2011).

With regard to the addition of IGF-I to IVM medium, it is worth noting that previous studies have
reported its positive effect on follicular cell proliferation, oocyte maturation and steroidogenesis
(Nemcova et al., 2007;Mani et al., 2010;Xie et al., 2016;Sato et al., 2018). However, our results show
that nuclear maturation rates of pig oocytes matured in the presence of 100ng-mL™ IGF-1 do not differ
from the control group. Other studies can help us explain these results. Oberlender et al. (2013b)
divided recovered pig oocytes into two groups: (1) oocytes from small follicles (2-4mm) and oocytes
from large follicles (5-8mm), and submitted them to in vitro maturation in the presence of IGF-I.
These authors observed that the addition of IGF-1 at concentrations around 100ng-mL™ to IVM
medium increased the maturation rates of small follicles. In contrast, IGF-I had no effect on IVM
when used on large follicles. These data indicate that during follicular growth, changes crucial for
oocyte maturation occur in cumulus cells and in the factors present in the follicular fluid. As high
quality oocytes from 3-6mm follicles were used in this experiment, and the average maturation rate
obtained was higher than 80%, regardless of IVM media composition, which is considered as good
(Zhang et al., 2012), the effects of IGF-I on oocyte maturation could have been not apparent enough.
In addition, the fact that IGF-I concentration in pig follicles with 4mm or larger is about 171ng-mL™
(Oberlender et al., 2013a) could explain why there were no significant effects of IGF-1 on IVM rate.

Besides the direct influence on oocyte maturation, the anti-apoptotic effect of IGF-1 leads to
hypothesize that supplementing maturation media with this growth factor may increase oocyte
cryotolerance. As expected, we observed that vitrification-warming significantly affected the viability
and DNA integrity of pig oocytes. However, when these cells had been previously matured in a
medium supplemented with IGF-l, the percentage of viable oocytes with intact DNA after
vitrification-warming was higher than that observed for oocytes matured and vitrified in standard
media. These results match with previous studies conducted with pig blastocysts in which
supplementing culture medium with IGF-1 was found to reduce DNA fragmentation and apoptosis
indexes (Dhali et al., 2011;Ascari et al., 2017) by downregulating the expression of BAX and
upregulating that of BCL-2 (Wasielak et al., 2013;Pan et al., 2015). To explain these results, one
should bear in mind that BAX is a pro-apoptotic gene involved in cell death and oocyte degeneration.
Following death stimuli (temperature, toxicants or oxidative stress), the BAX-linked pathway is
activated and the apoptosis cascade is initiated (Finucane et al., 1999). In this study, the addition of
IGF-I to oocyte maturation medium significantly reduced the relative abundance of BAX transcripts
after vitrification-warming, the levels being similar to those found in fresh oocytes. The apoptotic
process is related with the balance between pro- and anti-apoptotic genes. While BAX family indicates
the activation of an apoptosis cascade, the members of the BCL-2 family (anti-apoptotic gene) form
heterodimers with apoptotic genes and block their function (Kim et al., 2006). However, no changes in
the expression of BCL2L1 were found, in a similar fashion to that observed for pre-implanted bovine
embryos by (Block et al., 2008). In contrast, Kim et al. (2006) evaluated the effects of IGF-1 on IVF
pig embryos and observed that IGF-I enhanced the expression of BCL2L1 and decreased that of BAX.
In addition to the expression of BAX and BCL2L1, we also calculated the BAX: BCL2L1 ratio, which
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determines the susceptibility of a cell to apoptosis and determines cell survival or death (Oltvai et al.,
1993). In the current study, although no differences were found in BCL2L1 expression, the BAX:
BCL2L1 ratio has the lowest in vitrified-warmed oocytes maturated in presence of IGF-I and/or
vitrified with GSH. This suggests that IGF-I is able to modulate the apoptotic response (Laviola et al.,
2007) and also supports the protective effect of GSH (Hansen and Harris, 2014).

Vitrified-warmed oocytes matured with IGF-I presented the highest relative transcript abundance of
HSPALA. Heat shock proteins (HSPs) play a critical role in the response to environmental stressful
stimuli, including the oxidative stress generated during oocyte maturation and embryo culture
(Bernardini et al., 2004) and the thermal stress caused by vitrification-warming procedures (Castillo-
Martin et al., 2015). HSPs are a set of highly conserved proteins synthesized in response to stress,
which act as molecular chaperones to maintain cellular homeostasis. The intracellular response
triggered by IGF-1 is modulated by IGF-1-like signaling (11S) pathway (Laviola et al., 2007), which
positively regulates the activity of heat shock factor-1 (HSF-1) (Chiang et al., 2012). HSF-1, in turn,
upregulates the transcription of genes involved in the heat-shock response, such as HSPA1A (Chiang
et al., 2012). The present study showed that the relative transcript abundance of HSPAL1A was higher
in vitrified-warmed oocytes, especially in those previously cultured with IGF-I.

Cryotolerance of oocytes does not only depend on their quality, but also on the conditions provided
during vitrification and warming processes. These procedures, as well as other stressing factors, have
been reported to disturb the oxidation-reduction (redox) status by both decreasing the reduced
glutathione (GSH) content and increasing intracellular reactive oxygen species (ROS) levels in mice
(Moawad et al., 2017) and pig oocytes (Somfai et al., 2007;Gupta et al., 2010). Intracellular GSH
content is positively correlated with oocyte quality (Hara et al., 2014) and this study indicates that pig
oocytes that are vitrified-warmed in GSH-supplemented media show better viability and DNA
integrity than those vitrified-warmed in standard media. These results agree with previous works in
which GSH was used to improve gamete preservation. Trapphoff et al. (2016) observed that
supplementing IVM media with GSH increases cryotolerance of mice oocytes by reducing ROS
content and protecting the chromosomal structure. Picco et al. (2010) showed that addition of
maturation medium with zinc increases intracellular GSH content and DNA integrity of cumulus cells
and bovine oocytes, and this has a positive impact on embryo development. Yeste et al. (2014)
demonstrated that supplementing cryopreservation medium with 2mM GSH protects the nucleoprotein
structure and maintains the viability of frozen-thawed boar sperm. It is important to emphasize that, in
this present study, the highest survival rates were found when pig oocytes were previously matured
with 100ng-mL™ IGF-I and were vitrified-warmed with 2mM GSH. Therefore, both substances appear
to have a synergistic effect.

The pathway through which GSH protects the oocytes from the damage inflicted by vitrification-
warming remains unknown. What is known is that the generation of endogenous GSH in the oocytes is
essential for their protection against the oxidative stress and other forms of cellular injury (Somfai et
al., 2007;Trapphoff et al., 2016;Moawad et al., 2017). Therefore, and in the light of our results, it is
reasonable to suggest that supplementation of vitrification-warming media with GSH partly
counteracts the damaging effects of vitrification by preventing lipid peroxidation in the oocyte and
removing the excessive ROS in the medium. Additionally, the positive effect of GSH on the viability
and DNA integrity of vitrified-warmed oocytes observed in this study could be explained by the
increase in the relative transcript abundance of GPX1 and the decrease in that of BAX. Related with
this, relative GPX1-transcript abundance has been correlated with embryo quality in cattle, with
excellent/good blastocysts having higher expression of GPX1 in comparison with blastocysts of lower
quality (Cebrian-Serrano et al., 2013). Castillo-Martin et al. (2014b) found a positive correlation
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between GPX1 and survival rates of vitrified-warmed porcine blastocysts at 24h post-warming.
Glutathione peroxidase is involved in the redox balance of cells and is responsible for scavenging
hydrophilic peroxide species, such as hydrogen peroxide (H,O,). Therefore, with an increase in the
antioxidant enzyme content, there is a decrease in the intracellular peroxide levels. Moreover, high
ROS levels causes injury on mitochondrial function, which can trigger the intrinsic apoptotic pathway
in oocytes and granulosa cells (Dai et al., 2015). This helps explain our results as if the increase in
relative GPX1-transcript abundance is involved in the reduction of intracellular ROS concentration,
the activation of the apoptosis cascade would be reduced, which would agree with the observed
decrease in the relative BAX-transcript abundance.

Our data indicate that neither supplementation of IVM with IGF-I nor addition of GSH to vitrification-
warming media improve blastocyst development or cleavage rates of vitrified-warmed oocytes.
However, when pig oocytes are matured with IGF-I and vitrified-warmed with GSH, cleavage rates
are better than matured oocytes vitrified-warmed in standard medium. Moreover, when oocytes are
vitrified-warmed with GSH, the percentage of cleaved embryos that developed into blastocysts is
similar to that of vitrified-warmed fresh oocytes, regardless of the composition of maturation medium.
Oocyte developmental competence is related to meiotic spindle and chromosomal configuration and
vitrified-warmed IVM oocytes show lower blastocyst rates due to meiotic spindle disorganization and
the consequent chromosomal dispersion (Fu et al., 2009;Gupta et al., 2010). Trapphoff et al. (2016)
showed a protective effect of GSH on spindle organization and chromosome alignment of mice
oocytes, and Moawad et al. (2017) found that developmental potential of mice embryos was higher
when vitrified with GSH. The spindle could be particularly protected by GSH because higher GSH
content prevents oxidation of cysteine sulfhydryl-groups of af’ tubulin dimers (Zhang et al., 2012). In
spite of this, one should note that the effects of supplementing vitrification-warming media with GSH
could differ between species, as (Hara et al., 2014) reported that high content of GSH in matured
bovine oocytes does not suppress the high incidence of multiple aster formation or improves embryo
development.

In conclusion, supplementation of VM medium with 100ng-mL™ IGF-I and addition vitrification-
warming solutions with 2mM GSH improve survival and DNA integrity rate of vitrified-warmed
oocytes, and also increases the relative transcript abundances of HSPA1A and GPX1, and decreases
that of BAX. When added together to maturation and vitrification-warming media, respectively, IGF-I
and GSH increase cleavage rates in comparison of vitrified-warmed oocytes control, and promoted
similar values of blastocyst rates (formed blastocyst: cleavage oocytes) between vitrified-warmed
oocytes and fresh oocytes. Our results support the relevance of the in vitro maturation process for
oocyte cryotolerance and demonstrates the suitability of IGF-1 and GSH as additives for maturation
and vitrification-warming media.
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Figure legends

Fig. 1 Classification of porcine oocytes using the orcein staining method: (A) germinal vesicle (GV);
(B) metaphase I (MI); and (C) metaphase Il (MII) stage. Magnification of 100x. Bar: 15 um. CP =
polar corpuscle.

Fig. 2 Classification of pig oocytes using simultaneous ethidium homodimer-1 (EthD-1) staining and
TUNEL assay: (A) DAPI"; blue, stains all nuclei; (B) TUNEL"; green, fragmented DNA; and (C)
EthD-1%; red stain — stains nuclei of non-viable oocytes. Magnification of 400x. Bar: 20 um

Fig. 3 Effects of IGF-I supplementation on in vitro maturation of pig oocytes. Data are shown as mean
* s.e.m. GV: Germinal Vesicle; MI: Metaphase I; MIl: Metaphase Il; Deg: degenerated. No significant
differences between control and IGF-1 were observed.

Fig. 4 Effects of supplementing IVM medium with IGF-1, and adding vitrified-warmed solutions with
GSH on oocyte viability and DNA fragmentation before and after vitrification of porcine oocytes.
Data are shown as mean * s.e.m. Different letters indicate significant differences (P<0.05) A: TUNEL-
/EthD-1-: viable oocytes with intact DNA; B: TUNEL+/EthD-1+: non-viable oocytes with fragmented
DNA

Fig. 5 Effects of supplementing IVM medium with IGF-I, and adding vitrified-warmed solutions with
GSH on the relative expression of BAX, BCL2L1, HSPA1A, GPX1 and SOD1, and on the BAX:
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BCL2L1 ratio before and after vitrification of porcine oocytes. Data are shown as mean * s.e.m.
Different letters indicate significant differences between treatments (P<0.05).

Fig. 6 Effects of supplementing IVM medium with IGF-I, and adding vitrified-warmed solutions with
GSH on penetration, monospermy, cleavage and blastocysts rates before and after vitrification of
porcine oocytes. Data are shown as mean * s.e.m. Different letters indicate significant differences
between treatments (P<0.05). % blastocysts at day 7 = number of blastocyst at day 7: number
cleavage oocytes.

Tables

Table 1. Primers used for quantitative reverse transcription—polymerase chain reaction. NCBI,
National Center for Biotechnology Information

NCBI official name Primer sequence (53" Amplicon GenBank
(gene symbol) q size (bp) Accession no.

Glyceraldehide-3-
phosphate F:CTCAACGACCACTTCGTCAA 233 NM_00120659.
dehydrogenase R:.TCTGGGATGGAAACTGGAAG 1
(GAPDH)
BCL2-associated X F:AACATGGAGCTGCAGAGGAT 204 XM_003127290
protein (BAX) R:CGATCTCGAAGGAAGTCCAG 2
BCL2-like 1 F:GGAGCTGGTGGTTGACTTTC
(BCL2L1) R:CTAGGTGGTCATTCAGGTAAG 528 AF216205
Heat Shock Protein 70 F:ATGTCCGCTGCAAGAGAAGT 216 NM_001123127
kDA (HSPA1A) R:GGCGTCAAACACGGTATTCT A

Superoxide dismutase F-GTGCAGGGCACCATCTACTT 299 NM_001190422

Lsoluble (SOD1) R:AGTCACATTGCCCAGGTCTC 1

Glutathione F:CAAGAATGGGGAGATCCTGA

peroxidase 1 (GPX1) ~ R:GTCA TTGCGACACACTGGAG 217 NM_2142201.1

F: Forward; R: Reverse; bp: base pairs
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Table 2 Effects of supplementing IVM medium with IGF-I, and adding vitrified-warmed solutions
with GSH on cleavage rates and embryo development.

Blastocyst

Groups Oocytes D2 Cleaved D7 Blastocyst rate

n n (%) n (%) %
< Control 163 92 (56.30+1.70) ab 22 (13.49+0.60) a (2)49(1’3 +
2 . ab
L IGF 167 95 (57.16+1.75) a 29 (17.41+0.56) a 385(?:
20.00 £
é Control 95 24 (25.27+1.50) ¢ 5 (5.13+1.72) ¢ 5.04 b
= 18.33
g IGF 104 34 (31.70+2.38) cd 8 (6.04+1.66) ¢ 509 b
kSt Control 23.33+
< T GSH 98 31 (32.58+1.82) cd 6 (7.50+1.28) ¢ 08 2
> IGF+GSH 105 36 (34.58+1.82) bd 9 (8.58+1.61) ¢ 247';75

Data are shown as mean + s.e.m. Different letter indicate significant differences between treatments

(P<0.05).
Blastocyst rate = blastocyst/cleaved



