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EXPRESSAO GENICA DE COMPLEXO CUMULUSL-OVOCITO EQUINO
ANTES E APOS A VITRIFICACAO

Autor: Mauro Flores Polenz
Orientador: Sandra Fiala Rechsteiner

RESUMO

A vitrificacdo de ovdcitos pode ser de grande auxilio na manutencdo genética apds a
morte e na pesquisa cientifica preservando ovdcitos em diferentes estagios de maturacéo.
Esta técnica é uma biotecnologia pouco utilizada na espécie equina devido as baixas taxas
de viabilidade celular apds a criopreservacdo. O objetivo deste estudo foi determinar a
expressdo de genes ligados a viabilidade celular e apoptose em complexos cumulus
ovocitos (CCOs) antes e apos a vitrificacdo. Com este proposito, foliculos entre 5 a 30
mm foram aspirados e 240 CCOs imaturos foram recuperados em abatedouro localizado
em Sdo Gabriel, RS, durante a estacdo reprodutiva. Os CCOs foram divididos em dois
grupos: ndo vitrificados (n=120) e vitrificados (n=120). O protocolo de vitrificagéo foi
realizado de acordo com método comercial EquiPro-VitKit (Minitube-Alemanha). Apds
vitrificagdo, CCOs foram mantidos em meio de maturagdo in vitro durante 6 horas e
avaliados imediatamente. Os genes utilizados para andlise de viabilidade dos CCOs
foram: “bone morphogenetic protein” 15 (BMP 15); bcl-2- “like protein” 4 (BAX);
Caspase 3 (CASP 3) e GAPDH (controle). A analise génica foi realizada através do
método de real-time PCR quantitativo (QRT-PCR). Foi observada diferenca na expressdo
de mRNA do gene BAX (0.85 £ 0.08) em CCOs ndo vitrificados em comparacdo com
vitrificados (2.05 £ 0.47; P = 0.03). Né&o foi observada diferenca na expresséo de mRNA
do BMP15 (1.55 £ 0.73) em CCOs nao vitrificados em comparacao com vitrificados (2.84
+ 2.20; P > 0.05). N&o foi observada diferenca na expressdo de mRNA do CASP3 (0.63
+ 0.20) em CCOs ndo vitrificados em comparacdo com vitrificados (0.64 + 0.01; P >
0.05). Em conclusédo, os resultados observados na expressdo de BMP15 sugerem a
permanéncia da viabilidade celular em CCOs equinos, porém, BAX sugere a ativacdo do
processo de apoptose nas células expostas ao processo de vitrificacéo.

Palavras-chave: Vitrificagdo; Ovdcito equino; Expressao génica; Apoptose.






GENE EXPRESSION OF EQUINE CUMULUS OOCYTE COMPLEXES
PRIOR AND AFTER VITRIFICATION

Author: Mauro Flores Polenz
Adviser: Sandra Fiala Rechsteiner

ABSTRACT

Oocyte vitrification is a modern technique that can be used to ensure genetic maintenance
after animal death and to improve oocyte cryopreservation at different stages of
maturation. Equine oocyte vitrification is a biotechnology rarely used in horses due to the
low post-cryopreservation cell viability. The aim of this study was to determine the
expression of genes linked to cell viability and apoptosis in equine cumulus-oocyte
complexes (COCs) prior and after vitrification. With this purpose, 5 to 30 mm ovarian
follicles were aspirated and 240 COCs were collected from a slaughterhouse in Southern
Brazil during breeding season. The COCs were divided into two groups: non-vitrified
control COCs (CON, n=120) and vitrified oocytes (VIT, n=120). Vitrification protocol
was provided according to a commercially available method from EquiPro-VitKit. After
vitrification, COCs were in vitro matured for 6 hours and immediately evaluated. Genes
product abundance were: Bone morphogenetic protein 15 (Bmp 15); Bcl-2-associated X
protein (Bax); Caspase 3 (Casp 3); and GAPDH (control). The gene expression analysis
was performed by quantitative real-time PCR (qRT-PCR). Difference was observed in
COCs mRNA abundance for Bax gene from non-vitrified (0.85 + 0.08) compared to
vitrified (2.05 £ 0.47; P = 0.03). No difference was observed in the COCs mRNA
abundance for Bmp 15 from non-vitrified (1.55 £ 0.73) compared to vitrified (2.84 + 2.20;
P >0.05). There was no difference in mRNA abundance for Casp 3 in non-vitrified (0.63
+ 0.20) compared to vitrified (0.64 £ 0.01; P > 0.05). In conclusion, results demonstrate
that Bmp 15 expression in vitrified COCs indicate cell viability; however, Bax suggest
the activation of apoptosis cascade in cells exposed to vitrification process.

Key words: Vitrification; Equine oocyte; Gene expression; Apoptosis.
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1. INTRODUCAO

As biotécnicas de reproducdo assistida tém sido amplamente utilizadas em equinos
nas ultimas décadas. O alto valor econdémico destes animais justifica o trabalho e despesas
necessarios para a obtencdo de nascimentos através das biotécnicas. As biotécnicas
utilizadas incluem transferéncia de embrides, transferéncia de ovdcitos, injecdo
espermatica intracitoplasmética (ICSI) em ovdcitos aspirados in vivo ou obtidos post-
mortem em abatedouros, transferéncia nuclear, biopsia de embrides para diagnostico
genético pré-implantacéo e vitrificagdo de embrides (HINRICHS, 2013). De acordo com
a Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides (IETS), em 2013 foram realizadas
19680 transferéncias de embrides (TE) equinos no Brasil, 17% maior que 2012, quando
foram coletados e transferidos 16800 embrides (PERRY, 2015).

A criopreservacdo de embrides, ovocitos e tecido ovariano sdo os trés principais
métodos para a preservacdo de fertilidade na fémea (CHIAN et al.,, 2014). A
criopreservacao de embrides e ovdcitos € um processo com reduzida viabilidade celular
em fémeas pré puberes, sendo a preservacdo do tecido ovariano a melhor opcao. Por outro
lado, a vitrificacdo de ovdcitos permite a preservacao de estruturas celulares funcionais
para que a escolha do sémen ocorra no momento que for desejado pelo proprietario do
animal (HINRICHS 2013, CURCIO et al. 2014). Portanto, esta técnica e de fundamental

importancia como uma opg¢do para 0 manejo reprodutivo de animais da espécie equina.

A capacidade de efetivamente criopreservar ovécitos seria um grande beneficio na
criacdo de equinos por diversas raz6es. Clinicamente, quando ovdcitos sdo recuperados
post-mortem de éguas que sofrem morte prematura, os proprietarios devem decidir
imediatamente qual garanh&o sera destinado para produzir os Gltimos embriGes obtidos a
partir deste animal. Os proprietarios compreensivelmente desejam ter a capacidade de
decidir isso no futuro. Além disso, mesmo se um étimo garanhdo é conhecido pelo
proprietario da égua, as vezes ndo é possivel obter o sémen desejado a tempo, optando-se
assim por um garanhao menos adequado (HINRICHS, 2013; CANESIN et al., 2015). A
criopreservacdo de ovocitos equinos serd de grande beneficio para a pesquisa de
biotécnicas da reproducdo animal como fonte de material para pesquisas cientificas,
podendo ser utilizada na organizacdo de bancos genéticos contendo ovocitos
criopreservados em diferentes fases de maturagédo. Entretanto, um dos principais desafios
para que esta biotecnologia seja utilizada com ampla difusdo se deve a escassez de

ovocitos equinos para analise de viabilidade, bem como, pela auséncia de frigorificos em
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diversos paises para incrementar a situacdo do uso desta biotécnica da reproducdo na
espécie equina. Para que tal procedimento seja concretizado, os ovdcitos poderdo ser
recuperados e criopreservados no local de coleta e, em seguida, transportados para

laboratdrios e centro de pesquisas para utilizacdo em procedimentos in vitro.

As taxas de blastocistos, gestacBes e nascimentos em humanos a partir de ovécitos
vitrificados podem ser equivalentes as de ovocitos frescos segundo COBO et al., (2010),
e de acordo com o guia lancado pelos comités da Sociedade Americana de Medicina
Reprodutiva e Sociedade de Tecnologia da Reproducdo Assistida (Practice Committees
of American Society for Reproductive Medicine and Society for Assisted Reproductive
Technology, 2013). A vitrificacdo de ovécitos humanos ndo deve mais ser tratada como
um procedimento experimental podendo ser recomendada para casos de terapias
gonadotoxicas, tornando-se uma importante ferramenta para manutencdo genética.
Contudo, esta informacdo torna-se crucial para o entendimento do processo de
vitrificagdo para a espécie equina e outras espécies de animais domésticos com alto valor

comercial.

No entanto, a criopreservacao de ovécitos equinos continua a ser um desafio devido
aos baixos indices de sobrevivéncia e desenvolvimento celular. Além disso, grande parte
dos estudos utiliza ovocitos maturados, devido aos melhores resultados obtidos
comparado com ovdcitos imaturos (LUNA et al., 2001, MARA et al., 2013; MASSIP,
2003). Infelizmente, pouca informacdo estd disponivel sobre vitrificacdo de ovocitos
equinos imaturos e ha grande expectativa na comprovacao deste método juntamente com
a possibilidade da preservacdo genética de fémeas desta espécie, sendo necessario mais
estudos que possam comprovar e habilitar a vitrificagcdo para este fim.

A utilizacdo de novas biotecnologias da reproducdo visa um melhor aproveitamento
do potencial reprodutivo (HINRICHS, 2013; CHENIER et al. 2015). A adequagéo de
procedimentos de maturagédo de ovocitos e novos métodos para vitrificar ovocitos in vitro
pode acelerar significativamente as técnicas reprodutivas na espécie equina (CURCIO et
al, 2014; CANESIN et al., 2015). Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
expressdo génica de ovocitos imaturos submetidos a vitrificagdo de complexos cimulus-
ovocitos (CCOs) equino através da observacdo de genes associados a apoptose e
viabilidade celular.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Oogénese e Foliculogénese

E durante a vida fetal que a oogénese tem inicio e a mesma somente é completada
meses ou até anos apos o nascimento do individuo. As células germinativas derivam do
mesoderma extraembrionario e dependem de sinais provenientes do ectoderma
extraembrionério e do endoderma visceral para o seu desenvolvimento inicial e passam a
se chamar oogonias assim que estdo estabelecidas no ovario em desenvolvimento. Estas
células sofrem sucessivas divisdes mitéticas e eventualmente passam por uma ultima
etapa de replicacdo de seu DNA, anteriormente a sua entrada em meiose sendo entéo
denominadas ovdcitos, onde o numero de ovdcitos produzidos se torna maior do que o
necessario para a vida reprodutiva do individuo (PICTON et al., 1998; VAN DEN HURK
etal., 1997).

As etapas de formacdo dos ovocitos sdo constituidas pela formacdo das células
germinativas primordiais (CGPs), migracdo das CGPs para as futuras gobnadas,
colonizacao das génadas pelas CGPs, proliferacdo das CGPs, diferenciacdo das CGPs em
oogonias, inicio da meiose e parada no estagio de diploteno da profase | da meiose
(EDDY et al 1981; VAN DEN HURK & ZHAO 2005).

Ap0s a origem no mesoderma extraembrionario, ocorre a migracéo, proliferacdo e
colonizacgdo das gbnadas em desenvolvimento pelas células germinativas iniciais o que é
controlado por varios fatores e dependente também da interacdo com as células somaticas
que as circundam. Dentre estes fatores estdo os membros da familia do fator
transformador de crescimento B (transforming growth factor B — TGFp), como as
proteinas morfogenéticas dsseas (bone morphogenetic protein — BMPsS) que sdo
importantes para a formagéo das CGPs e regulacdo da expressdo de genes (YING &
ZHAO, 2001; SANCHEZ & SMITZ, 2012).

Em mamiferos, a proliferacdo de células germinativas primordiais ocorre por
mitose e meiose no cortex ovariano. A multiplicacdo por mitose inicia aos 50 dias de
gestacdo, ocorrendo até o 160° dia de gestacdo aproximadamente. O processo de diviséo
meidtica inicia entre 0 75° e 160° dia de gestacdo, quando as oogonias se transformam
em ovacitos primarios, permanecendo na primeira préfase meiotica (repouso meiotico)
até o inicio da puberdade na fase de diploteno da préfase I, também chamada dictidteno
ou vesicula germinativa (VG) (GINTHER, 1989; PIERSON, 1993; PICTON, 2001). Os
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ovocitos priméarios se apresentam rodeados por uma estreita camada de células da
granulosa, formando assim, os foliculos primordiais. Durante o desenvolvimento folicular
pré-antral (primordiais, primarios e secundarios), ocorre a diferenciacdo nuclear, com
aumento progressivo do nimero de organelas, formacdo dos granulos corticais e
desenvolvimento das jungdes tipo GAP entre 0 ovocito e as células da granulosa. Nos
foliculos secundarios, observa-se a formacdo de duas ou mais camadas de células da
granulosa. Neste estagio, o ovocito entra em fase de crescimento extensivo, as células da
granulosa se tornam mais proliferativas e a camada da teca se desenvolve ao redor da
granulosa (VAN DEN HURK, et al., 2005).

O ovocito precisa crescer para se tornar competente, ou seja, ser capaz de concluir
a maturacdo nuclear e citoplasmatica, ser fertilizado e passar por clivagem celular.
Durante o crescimento ovocitario na espécie equina ocorre uma mudanca estrutural
crucial, ocorrendo o endurecimento da zona pelucida (ZP) que tem funcdo protetora ao
redor do ovocito, sendo esta formada por trés glicoproteinas ZP1, ZP2 e ZP3 que sdo
essenciais para o desenvolvimento ovocitario e da foliculogénese (SOYAL et al., 2000).
Os foliculos secundarios sdo pouco vascularizados, o que poderia indicar que fatores
enddcrinos sao pouco importantes para a regulacdo de seu desenvolvimento. No entanto,
sabe-se que o nimero de foliculos secundarios em desenvolvimento, seu tamanho, o
namero de células e a taxa de atresia sdo influenciados pelas gonadotrofinas, e 0 horménio
foliculo estimulante (FSH) é fator de sobrevivéncia predominante além de estimular a
formacdo da juncdo do tipo GAP nas células da granulosa (VAN DEN HUNK et al.,
2000).

Na puberdade, durante o processo ovulatorio, ira ocorrer a retomada das divisoes
meiodticas sob estimulo do horménio luteinizante (LH) (DEKEL, et al., 1988). Logo antes
da ovulacdo, a maturagdo do ovocito evolui para o estagio de metafase da segunda divisao
meidtica (ovocito secundario) influenciado pela presenca do Fator Promotor da
Maturacdo (Maturation-promoting factor — MPF) e da proteina quinase ativadora da
maturacdo (Mitogen activated protein kinase — MAPK) sendo caracterizada pelo
aparecimento do primeiro corpusculo polar. O ovdcito terciario ou zigoto somente se
forma no momento em que ocorre a fertilizagao, sendo identificado pelo aparecimento do
segundo corpusculo polar e formacéo do pré-nucleo masculino e feminino (GOUDET, et
al., 1998; PALMER, et al., 1987).
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A foliculogénese é o processo pelo qual foliculos crescem, amadurecem e
eventualmente sdo eleitos para ovulagdo. Durante a foliculogénese o nimero de foliculos
que chegam ao estagio ovulatorio é muito baixo, estima-se que aproximadamente 99%
sofram atresia (WEBB et al., 1999; JOHNSON, 2003). Concomitante a parada da meiose,
os aglomerados de células germinativas se desfazem para dar inicio a formacdo dos
foliculos (PEPLING, 2006). O desenvolvimento folicular é divido em trés estagios
subsequentes: 1) ativacdo do foliculo primordial; 2) recrutamento e crescimento de outros
foliculos; 3) selecdo do foliculo dominante e atresia dos foliculos subordinados
(FORTUNE, 2003).

Foliculos primordiais sdo menos desenvolvidos e mais populosos no ovario e sao
caracterizados pela presenca do ovdécito priméario envolto por uma Unica camada de
células foliculares (BRAW-TAL & YOSSEFI, 1997). De acordo com Driancout &
Palmer (1984), éguas em atividade ciclica apresentam aproximadamente 36.000 foliculos
primordiais e 100 foliculos em desenvolvimento. Entretanto, os sinais responsaveis pela
ativacdo dos foliculos primordiais e 0s mecanismos reguladores deste desenvolvimento

sdo pouco conhecidos nesta espécie.

Estudos demonstraram a importancia das gonadotrofinas, hormdnio do crescimento
(GH), esterdides e andrdgenos na ativacdo da competéncia do gameta feminino durante a
foliculogénese (HARTSHORNE et al., 1994; VENDOLA et al., 1998; BACHELOT et
al., 2002; ZACZEK et al., 2002). Também hé evidéncias de que o inicio e o crescimento
do foliculo primordial requerem a expressdo de varios fatores como receptores de
gonadotrofinas, fator de crescimento 3 (TGF-B) e fator fibroblastico de crescimento 2
(MCNATTY et al., 1999). Em particular, membros do TGF-3 tm se mostrado potentes
reguladores da proliferacéo e diferenciacdo em diferentes espécies (DURLINGER, et al.,
2002). Trés membros da familia TGF-p, fator de crescimento e diferenciacdo 9 (GDF-9),
bone morphogenetic protein -15 e -6 (BMP-15; BMP-6), sdo expressos pelo ovocito e se
acredita serem mediadores para o crescimento do foliculo pre-antral (HAYASHI et al.,
1999; ELVIN et al., 2000; GALLOWAY et al., 2000).

A transicdo de foliculo secundéario para terciario da inicio a um novo passo de
maturacdo em decorréncia da competéncia ovocitaria e da acdo hormonal durante o
processo da foliculogénese até o processo de ovulagdo. Em éguas, os foliculos ovarianos
desenvolvem um antro que atinge 300 um de diametro, o qual é preenchido por um fluido

viscoso composto por hormaénios esterdides. Durante esse processo, ocorre a formacéo da
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camada da teca folicular ao redor da granulosa. Ocorre também nova proliferacdo das
células da granulosa, as quais se organizam em varias camadas ao redor do ovdcito,
formando o complexo cumulus-ovdcito. As células da teca secretam principalmente
androgenos esterdides e as células da granulosa estrogeno e inibina que sdo elementos
esséncias para a maturagdo nuclear e citoplasmatica, além do processo de ovulagéo
(KENNEY et al., 1979; HAFEZ, 1995).

A espécie equina geralmente apresenta uma ou duas ondas foliculares durante os
21-22 dias do ciclo estral. As éguas sao consideradas uma espécie monovulatéria o que
significa a ocorréncia de ovulagcdo de apenas um gameta durante um ciclo estral
(GINTHER & BERGFELT, 1992). Com a elevacdo dos niveis plasmaticos de FSH ocorre
o recrutamento folicular e o pico da concentracao deste horménio quando o foliculo maior
atinge, aproximadamente, 13 mm de diametro, com subsequente declinio devido a
capacidade deste foliculo de secretar inibina pelas células da granulosa nas gonadas da
fémea. Os dois maiores foliculos crescem paralelamente até que o maior foliculo alcange
didametro de 22 mm, quando passam a ocorrer diferencas nas taxas de crescimento entre
o maior foliculo e os demais (GASTAL, et al., 1997; GINTHER, 2000).

A fase de divergéncia é caracterizada pela selecdo de um foliculo dominante, em
geral de 22,5 mm, e com didmetro 3 mm superior ao do segundo maior foliculo
(GINTHER, et al., 2003). O foliculo dominante, apesar do declinio dos niveis de FSH
sérico, é capaz de seguir seu crescimento e desenvolvimento, devido ao aumento na
expressao de receptores para FSH (WEBB et al., 1999). Além disso, ha participacao de
fatores de crescimento locais no processo de selecdo do foliculo dominante
(MONNIAUX et al., 1997). Os fatores de crescimento fibroblastico (Fibroblastic Growht
Factor; FGF), fator de crescimento epidermal (Epidermal Growht Factor; EGF), fatores
de crescimento semelhante a insulina (Insulin-like Growht Factor; IGFs) e suas proteinas
de ligagéo (Insulin-like Growht Factor Binding Proteins; IGFBPS) s&o considerados 0s
mais importantes durante esta fase (GINTHER et al., 2004).

A fase final da foliculogénese é controlada basicamente pelas gonadotrofinas, além
de sofrer influéncia dos fatores locais conforme mencionados anteriormente. A partir do
momento em que os foliculos subordinados iniciam o seu declinio, o foliculo dominante
passa a crescer rapidamente. Em éguas, a taxa média de crescimento do foliculo
dominante é aproximadamente de 3 a 5 mm por dia chegando aproximadamente 39-
45mm no momento da ovulacdo (PALMER & DRIANCOURT, 1980). Interiormente
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também ocorrem alteracdes no foliculo dominante, como o aumento nas concentragdes
de estrdgenos, androgenos e inibina no liquido folicular (PIERSON & GINTHER, 1987).
Além disso, hd um aumento expressivo de receptores de LH pelas células da teca,
tornando o foliculo responsivo ao LH pituitario (WEBB et al., 1999), que resulta na
ovulagdo apds uma constante e lenta elevagdo na concentracdo sérica de LH na égua
(GINTHER, 1987).

2.2 Competéncia Ovocitaria

A competéncia ovocitaria é definida como o potencial que o ovdcito possui em
atingir a maturacdo citoplasmatica e nuclear, fecundacédo e desenvolvimento até o estagio
de blastocisto (SIRARD, et al., 2006) sendo capaz de passar a gestacdo, resultando no
nascimento de um produto vidvel. Com relacdo a maturacdo in vitro (MIV), a
competéncia meidtica de ovdcitos equinos depende principalmente da configuracdo do
cimulus, tamanho do foliculo do qual o ovdcito foi recuperado e o periodo em que o
ovocito se encontra no ovario antes da recuperacdo. O mesmo serve para o tempo de
cultivo requerido para alcancar a taxa maxima de maturacdo (HINRICHS, 2010). Estudos
em mulheres demonstraram que a reducdo na competéncia é a maior causa de baixa na
fertilidade relacionada a idade avangada (NAVOT et al., 1991). Atualmente, a selecdo de
ovacitos é baseada em critérios morfoldgicos subjetivos, que tém baixo poder preditivo

para resultados na fecundacéo in vitro (RIENZI et al., 2011).

Ovacitos equinos podem ser recuperados de foliculos preovulatorios apés
estimulagdo com gonadotrofinas. Assim, essencialmente 100% dos ovdcitos sdo
meioticamente competentes. Ovocitos recuperados 24 h ap6s estimulo das gonadotrofinas
estardo em metéafase 1 (M-1) e os recuperados 35 h ap6s o estimulo estardo em metéfase
2 (M-11) (BEZARD et al., 1997).

O metodo de classificacdo de ovdcitos equinos varia entre laboratérios de acordo
com o objetivo final de cada biotecnologia empregada nesta espécie (CHOI et al., 2004).
A utilizagdo de CCOs compactos (Cp) e descarte de CCOs expandidos (Exp) vem sendo
uma alternativa durante o processo de sele¢do ovocitaria para a maturagao in vitro ou in
vivo deste tipo celular (CHOI et al., 1993; GOUDET et al., 1998; LI et al., 2000;
TREMOLEDA et al., 2001). Entretanto, as taxas de maturacdo nuclear de ovocitos
equinos Exp tém se mostrado similares (DELL’AQUILA et al., 2001) ou maiores que as
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de ovacitos Cp (HINRICHS & SCHMIDT, 2000, CHOI, et al., 2002). Dentre as diversas
finalidades para utilizar ovocitos in vitro adotando diferentes sistemas na selegdo
ovocitario, devemos levar em consideracdo que CCOs Cp levam mais tempo para atingir
M-11 do que ovocitos Exp (ZHANG et al., 1989; HINRICHS et al., 1993; ALM e
HINRICHS, 1996).

O fator limitante para o sucesso da produc&o in vitro de embrides equinos pode estar
relacionado com a baixa competéncia dos ovdcitos usados. Fatores que estejam
relacionados a competéncia citoplasmatica do ovocito, incluindo mRNA e proteinas, sao
vitais para o adequado crescimento e maturagdo, assim como para o desenvolvimento de
um embrido viavel apds a fecundagdo (JIAO et al., 2012). Genes especificos relacionados
a competéncia ovocitaria tém sido identificados em camundongos transgénicos. Estes
genes influenciam o crescimento e desenvolvimento do ovdcito, a integridade do
complexo de células ovdcito-granulosa, a maturacdo ovocitaria, fecundagdo e
desenvolvimento embrionario primario (ACEVEDO & SMITH, 2005). Além disso, a
idade avancada da doadora também parece ter efeito negativo sobre a competéncia
ovocitaria (RAMBAGS et al., 2014).

A eficiéncia na producéo in vitro de embriGes equinos continua baixa devido a alta
variabilidade na competéncia de ovécitos equinos imaturos (MOHAMMADI-
SANGCHESHMEH et al., 2013). De qualquer forma, os estudos que tém sido realizados
para avaliar os fatores que afetam a maturacdo citoplasmatica e nuclear de ovdcitos
(CHOI et al., 2004; HINRICHS, 2010; PEREIRA et al., 2012; RAMBAGS et al., 2014)
demonstram a necessidade de mais pesquisa nesta area para uma melhor compreenséo da

competéncia ovocitaria em equinos.

2.3 Maturacao de Ovocitos

A maturacdo ovocitaria é frequentemente determinada pela presenca ou auséncia
do primeiro corpusculo polar no espago perivitelinico (CHOI et al. 2006; GINTHER et
al. 2007). A MIV de ovacitos equinos foi primeiramente reportada por Fuka & Okolki
(1981) atingindo 68% de maturacdo em M-11. Em equinos, as taxas de MIV de ovdcitos
diferem entre laboratdrios, o que se deve parcialmente a métodos e meios de cultivo
inapropriados ou ambos (DELL’AQUILA et al., 1996; HINRICHS & WILLIAMS, 1997;
CARNEIRO et al., 2001; HINRICHS, 2010; PEREIRA et al., 2013b). E reconhecido que

em mamiferos a MIV de ovacitos requer tanto maturacdo nuclear quanto citoplasmatica
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para atingir um desenvolvimento embrionario normal (DAMIANI et al., 1996; EPPIG,
1996; OGUSHI et al., 2008). A migracdo dos granulos corticais (GC) é um evento critico
que tem sido usado para acessar a maturacéo citoplasmatica e organizagédo das organelas
(DUCIBELLA et al., 1993; CARNEIRO et al., 2002; FERREIRA et al., 2009). A
migracdo dos GC até a periferia do ovocito e a presenca de cromossomos alinhados na
placa de metéafase s&o indicativos de completa maturacéo citoplasmatica e nuclear. A taxa
de maturacdo nuclear atingida é considerada como porcentagem de ovocitos que
atingiram M-II. Portanto, caracteristicas estruturais sao comumente utilizadas para
determinar a competéncia ovocitaria durante o processo de maturacdo celular (SIDDIQUI
et al. 2009).

Os ovacitos que sao recuperados a partir de foliculos pré-ovulatorios de éguas com
ovulacdo estimulada estdo normalmente em M-I, ja reiniciaram a meiose e precisam
apenas ser mantidos em cultivo até atingirem M-II, o que aconteceria 35 h apds o estimulo
com gonadotrofina coridnica humana (Human Chorionic Gonadotrophin; hCG)
(BEZARD et al., 1997). Estes ovocitos sdo aspirados 24 h ap6s a administracio hCG e/ou
horménio liberador de gonadotrofinas (gonadotropin releasing hormone- GnRH) na égua
doadora, sendo entdo cultivados por 12 a 18 h antes de serem transferidos ou fecundados
por injecdo intracitoplasmatica do espermatozoide (MACLELLAN et al., 2010;
HINRICHS 2012). Este cultivo pode ser feito usando meio de cultivo (Tissue Culture
Medium-199; TCM-199) com sais de Earle adicionado de 10% de soro fetal bovino em
5% CO2 a uma temperatura de 38.5°C (HINRICHS et al., 1998; HINRICHS et al., 2000;
JACOBSON et al., 2010).

No caso de ovdcitos imaturos, a maturacdo pode ser realizada eficientemente
usando TCM-199 com sais de Earle, 10% de soro fetal bovino e 5 mUl mL™* FSH bovino
em atmosfera de 5% CO2 em temperatura de 38.2°C (HINRICHS et al., 2005; CHOI et
al., 2007; RIBEIRO et al., 2008). Os ovacitos recuperados podem ser classificados como
Cp ou Exp. Portanto, diversos sistemas de maturacéo nuclear e citoplasmatica vem sendo
utilizados por véarios grupos de pesquisa que utilizam MIV como protocolo base para

outras biotecnologia da reproducédo associadas a espécie equina.

De acordo com Carneiro et al. (2001), o fator de crescimento semelhante a insulina
1 (Insulin-like Growht Factor; IGF-I) tem efeito positivo na maturacdo nuclear em
ovacitos equinos maturados durante 36 h. Além disso, demonstrou que a adi¢do de IGF-
I no meio de maturacgdo in vitro juntamente com FSH, LH, estradiol (E2) e soro fetal
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bovino ndo aumenta a maturacgao nuclear mas promove maturacao citoplasmatica. Outros
estudos detectaram receptores para o fator de crescimento epidermal (EGF) nos foliculos,
sendo mais proeminentes das células do cumulus e granulosa, sugerindo a acdo do EGF
como mediador parécrino na sinalizacdo de LH dando inicio ao processo de maturagédo
(LINDBLOOM et al., 2008) e sua adicdo ao meio aumentou a incidéncia de M-II
comparado ao controle (70,4% e 22,5% respectivamente), sugerindo papel na regulagéo

fisioldgica na maturacgéo via tirosina-kinase (LORENZO et al., 2001).

Receptores de hormonio do crescimento equino (eGH) foram detectados em
ovécitos equinos e células do cumulus e a adigdo de eGH ao meio de maturagdo pode
aumentar as taxas de maturacdo citoplasmatica (MARCHAL et al., 2003; PEREIRA et
al., 2013a) e o uso concomitante de eGH na presenca de E,, gonadotrofinas (FSH e LH)
e soro fetal bovino tem efeito positivo na proporcao de ovocitos compactos atingindo M-
Il (PEREIRA et al., 2013b). Em equinos, ao contrario do que ocorre em bovinos, ovécitos
Exp tem maior taxa de maturacdo do que ovocitos Cp (65% e 20%, respectivamente)
(ALM & HINRICHS, 1996; HINRICHS & WILLIAMS, 1997; HINRICHS &
SCHMIDT, 2000; CHOI et al., 2004a; MOHAMMADI-SANGCHESHMEH et al.,
2013). Entretanto, ap6s o processo de MIV, ovocitos Cp e Exp produzem taxas
equivalentes de blastocistos quando fertilizados por ICSI (HINRICHS et al., 2005;
MOHAMMADI-SANGCHESHMEH., et al. 2013). A baixa taxa de maturacdo pode se
dever ao fato de a maioria dos ovocitos Cp se originar de foliculos viaveis, porém juvenis,
que ainda ndo adquiriram competéncia meiotica (HINRICHS & WILLIAMS, 1997).

A aquisicdo da competéncia meidtica parece ocorrer quando o foliculo atinge 20
mm em equinos (HINRICHS & SCHMIDT, 2000), porém a maioria das pesquisas
utilizam ovdcitos recuperados de foliculos menores que este diametro. Entretanto,
ovocitos Exp se originam de foliculos atrésicos onde a habilidade do foliculo em suprimir
a aquisicao da competéncia meidtica é perdida. Assim, ovocitos recuperados a partir de
foliculos pequenos sdo capazes de maturar (HINRICHS & SCHMIDT, 2000; PEREIRA
et al., 2013b). Hurtt et al., (2000) ndo encontrou diferenca na taxa de M-11 entre ovocitos

vitrificados imaturos ou maturados (30 e 40%, respectivamente).

O tempo adequado de maturacao para a producédo de blastocistos varia de acordo
com o tipo de cumulus e o tempo que o ovocito passa dentro do foliculo antes de ser
recuperado. Quando ovdcitos imaturos sdo recuperados por aspiragdo, sao predispostos a
perder as células do cumulus durante o processo, 0 que pode prejudicar a classificacdo
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em Cp e Exp. Assim, para ovocitos aspirados o tempo de maturagdo recomendado é de
30 h de maturacdo, pois foi demonstrado que as taxas de desenvolvimento foram

adequadas tanto para ovocitos Exp quanto Cp (HINRICHS et al., 2005).

2.4 Vitrificagdo de Ovdcitos

A criopreservagdo de ovdcitos € uma técnica importante para a preservagdo de
material genético feminino (VAJTA et al., 1998; ATABAY et al., 2004; CLARK e
SWAIN, 2013). Entretanto, o processo de criopreservacao pode induzir diversas lesdes
que comprometem o desenvolvimento ovocitario, como o rompimento do citoesqueleto e
cromossomos (PARK et al., 1997; SAUNDERS e PARKS, 1999; CHEN et al., 2003)
dano mitocondrial (RHO et al., 2002; JONES et al., 2004) e alteracGes da producédo de
fatores de crescimento necessarios para a progressao da meiose (COMIZZOLI et al.,
2004).

Em 1985, Rall e Fahy demonstraram a abordagem inovadora de vitrificacdo, em
que os danos relacionados com a formacdo de cristais de gelo provocados pela
criopreservacao sdo minimizados, utilizando altas concentracfes de agente crioprotetor,
em conjunto com a mudanca réapida de temperatura. Sendo assim, a definicdo da
vitrificacdo é a solidificacdo de uma solucdo em baixa temperatura sem a formacao de
cristais de gelo, aumentando a viscosidade devido as altas taxas de resfriamento (RALL
e FAHY, 1985; KASAI, 1996).

Durante a vitrificacdo, o ovocito é rapidamente exposto a altas concentracbes de
crioprotetor antes de entrar em contato com nitrogénio liquido (LN2) (VAJTA et al.,
1998). Comparada com a criopreservagdo convencional, a vitrificacdo além de prevenir
o0s danos causados pela formacao de cristais de gelo intracelular, reduz o tempo necessério
e 0 custo com equipamentos (ELDRIDGE-PANUSKA et al.,, 2005). A taxa de
resfriamento acredita-se ser >20.000°C/min (KUWAYAMA et al., 2005) e este processo
de resfriamento rapido pode minimizar os danos causados pelo frio e choque osmatico.
Na Gltima década, o processo de vitrificacdo de ovocitos evoluiu e se tornou uma
confidvel técnica de preservacdo genética feminina em diferentes espécies, por ser
tecnicamente simples e resultar em boas taxas de desenvolvimento embrionario e
nascimentos (MACLELLAN et al., 2002; MUKAIDA e OKA, 2012; CURCIO et al.,
2014; GEBER et al., 2015).
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A concentracdo e o tempo de exposicdo ao crioprotetor sdo fatores criticos que
afetam a viabilidade do ovdcito. A concentracdo relativamente elevada de agentes
crioprotetores utilizada para a vitrificacdo, tal como o etileno glicol (EG), o dimetil
sulfoxido (DMSO), e o propilenoglicol (1, 2-propanodiol; RCB), danifica a viabilidade
ovdcitaria através de efeitos citotoxicos e osmdticos (HUANG et al., 2006). A menor
exposicdo a solugdo de vitrificacdo é crucial de preservar adequadamente a ultraestrutura
celular, garantindo assim maiores taxas maturacdo ovocitaria até o estagio de M-II
(CURCIO et al., 2014).

Ha divergéncia entre autores quando se trata da fase de maturacdo do ovécito no
momento da vitrificagdo (MACLELLAN et al. 2010; LANGE-CONSIGLIO et al., 2013;
HINRICHS, 2013; CHIAN, et al., 2014; CURCIO, et al. 2014). Em estudo realizado por
Hurtt et al. (2000), ndo foi observada diferenca comparando a taxa de sobrevivéncia em
ovacitos vitrificados imaturos e maturados in vitro nas espécies equina e bovina. De
acordo com Chang et al. (2011), a taxa de sobrevivéncia em ovoécitos humanos
vitrificados durante telofase 1 e M-Il é semelhante (97% e 93%, respectivamente).
Entretanto, Tharasanit et al. (2006) demonstraram que a vitrificacdo de ovdcitos equinos
no estado de vesicula germinativa (VG) reduz a capacidade de chegar a M-Il durante
maturagdo in vitro (41% VG vitrificados vs. 58% controle). Entretanto, os mesmos
autores observaram que a vitrificacdo de ovocitos em VG resulta em melhores taxas de
clivagem 48 h apos a fecundacdo pela técnica de ICSI (34% vs. 16% para ovocitos
vitrificados em VG e M-I, respectivamente). Contudo, ficou demonstrado que a simples
exposicdo aos meios de vitrificacdo ndo altera a taxa de maturagdo em comparagdo com
controle (55% vs. 58%). Além deste estudo, experimentos relatam que ovécitos humanos
devem ser vitrificados em M-Il ap6s maturacdo in vitro (FASANO et al., 2012;
YAZDANPANAH et al., 2013).

Outro fator importante para a viabilidade celular durante o processo de
criopreservagao é a taxa de resfriamento utilizada na vitrificacdo do ovocito. Para isto,
uma variedade de dispositivos empregados para armazenar as células tem sido empregada
para se obter uma adequada velocidade de resfriamento. Inicialmente, métodos como
open pulled straw (OPS) (VAJTA et al., 1997; VAJTA et al., 1998) e cryoloop (LANE
et al., 1999) foram utilizados para mergulhar o dispositivo diretamente em nitrogénio
liquido. Subsequentemente, métodos comerciais como Cryotop (CHIAN et al., 2004;
KUWAYAMA et al., 2005) e Cryoleaf (CHIAN et al.,2005) foram desenvolvidos e
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considerados capazes de obter taxa de resfriamento >20.000°C/min através do contato
direto com nitrogénio liquido. No entanto, o contato direto com o nitrogénio liquido tem
gerado preocupacdo com relacdo a contaminacdo com virus, bactérias e fungos
(BIELANSKI et al., 2000; BIELANSKI et al., 2003; BIELANSKI & VAJTA, 2009).

O tempo de reaquecimento do ovocito apds passar pelo processo de vitrificagcdo tem
grande importancia na taxa de sobrevivéncia (MAZUR & SEKI, 2011). Em estudos
realizados em camundongos, foi demonstrado que taxas de aquecimento de 140°C/min a
250°C/min obtiveram sobrevivéncia baixa (<30%) em comparacdo com 2200°C/min a
3300°C/min (80%). Além disso, sugerem que a letalidade do aquecimento lento pos
vitrificacdo deve-se as consequéncias do crescimento de pequenos cristais de gelo
intracelulares por recristalizacdo (SEKI & MAZUR, 2008; MAZUR & SEKI, 2011). Ao
comparar tempos de resfriamento e aquecimento durante o processo de vitrificacdo, Seki
& Mazur (2012) sugerem que a taxa de aquecimento seria até mais importante que a de
resfriamento, indicando também que ovdcitos podem ser vitrificados com sucesso

utilizando uma taxa de resfriamento relativamente baixa (442-500°C/min).

Recentemente, Maclellan et al., (2010) obtiveram 72% de sobrevivéncia de
ovécitos maturados in vivo e vitrificados, sendo que 26% dos embrides formaram
vesiculas embrionarias com batimentos cardiacos ap6s ICSI e TE. Em outro estudo, foi
observado que a diminui¢do no tempo de exposicao ao agente crioprotetor preservou a
ultraestrutura e alcancou melhores taxas de maturacdo nuclear (60%) (CURCIO et al.,
2014). Além deste, Dini et al. 2015, sugerem que ovoécitos podem ser mantidos em
solugé@o de manutencdo para embrides (Syngro® Embryo Holding Solution) por 18-20 h
em temperatura de 22-25°C sem comprometer a competéncia de desenvolvimento
ovocitaria, obtendo 61% de M-11 com 22 h de MIV.

Os conflitantes resultados encontrados em varios grupos de pesquisa utilizando
diferentes espécies como modelo demonstram a necessidade de futuros entendimentos
nos principios de vitrificagdo levando em conta novas formas de aferir a viabilidade

ovocitaria poés vitrificagao.
2.5 Marcadores de viabilidade ovocitaria

Normalmente, os CCOs coletados em abatedouros ainda nao atingiram o estado
pré-ovulatorio e podem nao ter recebido a exposicao suficiente a hormonios e fatores de

crescimento in vivo para 0 acumulo de mRNA materno necessario para 0
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desenvolvimento in vitro (DIELEMAN, 2002). Durante a foliculogénese, fatores
exclusivamente ou predominantemente expressos pelo ovdcito sdo necessarios para a
progresséo do foliculo através das diferentes etapas do seu desenvolvimento (UYAR et
al., 2013).

Um dos primeiros fatores envolvidos é o FIGa (Factor in the Germline alpha),
necessario para a formacao de foliculos primordiais, sendo observado em camundongos
modificados geneticamente (Knockout) para anular a a¢do do FIGa em foliculos
primordiais (SOYAL et al., 2000). Outro fator importante expresso no ovocito é o
NOBOX (Newborn ovary homeobox protein), sendo ovocito especifico e expresso em
ovécitos de foliculos primordiais e em crescimento (SUZUMORI et al., 2002). Fémeas
de camundongos NOBOX-Knockout sdo inférteis e tém ovarios atrofiados desprovidos de
ovocitos. Ao contrério do que é observado em camundongos FIGa-Knockout, a
proliferacdo de celulas germinativas e formag&o inicial de foliculos primordiais ocorre na
auséncia de NOBOX. Assim, a falta de NOBOX inibe o crescimento folicular para além

da fase primordial e acelera a perda de ovécitos (RAJKOVIC et al., 2004).

O fator de diferenciacao de crescimento-9 (Growth Differentiation Factor 9; GDF-
9) é outro importante fator mediador da foliculogénese. O GDF-9 é produzido pelo
ovacito em foliculos priméarios até o momento da ovulagdo (MCPHERRON & LEE,
1993; MCGRATH et al., 1995). Em camundongos GDF-9-Knockout, observa-se que o
desenvolvimento folicular permanece sem crescimento e parado no estagio primario da
foliculogenese (DONG et al., 1996). Elvin et al. (1999), demonstrou que 0 GDF-9 tem
um importante papel na expansdo das células do cumulos. O GDF-9 atua como um fator
parécrino secretado pelo ovécito que regula enzimas celulares da granulosa envolvidas
na expansao das células do cumulus, criando assim um 6timo microambiente para a
competéncia ovocitaria (PANGAS e MATZUK, 2005).

Além disso, um homologo ovdcito especifico do GDF-9, chamado de proteina dssea
morfogenética 15 (Bone Morphogenetic Protein 15; BMP-15) foi clonada no
cromossoma-X (DUBE et al., 1998). Yan et al., (2001), demonstraram um sinergismo
entre GDF-9 e BMP-15 na foliculogénese. Camundongos BMP-15-Knockout séo
subférteis, apesar de apresentarem histologia ovariana relativamente normal (YAN et al.,
2001). Similar ao GDF9, BMP15 é expresso no ovocito durante todos os estagios da
foliculogénese (DUBE et al., 1998; LAITINEN et al., 1998), sendo sua expresséo alta
entre foliculo primario até preovulatério. A BMP15 possui papel fundamental na
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regulacdo do desenvolvimento folicular em mamiferos (GALLOWAY et al., 2000;
SENDAI et al., 2001) e mutagdes naturais neste gene podem provocar infertilidade
(HANRAHAN et al., 2004), sendo a manutencdo da expressdo de BMP15 no ovocito
essencial para a eficiéncia da fertilidade feminina e desenvolvimento folicular adequado
(LIAO et al., 2003).

A Ciclooxigenase 2 (Cyclooxygenase 2; COX2), Gremlin 1 (GREML1), &cido
hialurdnico sintase 2 (HAS2) e pentraxina 3 (PTX3) sdo todos parte de uma cascata de
genes alvo do GDF-9 encontrados nas células do cumulus e tém sido avaliados como
marcadores para competéncia ovocitaria em humanos (CILLO et al., 2007; MCKENZIE
et al., 2004). McKenzie et al., (2004) acessaram 0s niveis de expressdo de HAS2 e
GREM1 em humanos e encontraram expressao maior em células do cimulus envolvendo
ovocitos que desenvolveram embrides de alta qualidade. Estudos subsequentes
confirmaram a associacdo da expressdo de GREM1 e desenvolvimento embrionario
(CILLO et al., 2007; ANDERSON et al.,2009). Wathlet et al., (2011) reportaram BMP e
GREM1 elevado em células do cumulus de ovocitos que resultaram em gestacdo em
mulheres. Entretanto, HAS2 ndo foi associado consistentemente com desenvolvimento
embrionério ou gestacdo (MCKENZIE et al., 2004; GEBHARDT et al., 2011). Portanto,
a expressao de genes relacionados a competéncia ovocitaria e embrionaria vem sendo
utilizado em diferentes espécies para um melhor conhecimento da viabilidade celular
durante o processo de foliculogénese e fertilizacdo. Estudos na espécie esquina ainda sdo
escassos e merecem uma maior atencdo as informacgdes que possam ser utilizadas para

uma completa da avaliacdo génica relacionada a viabilidade ovocitaria.

Por outro lado, o fator pré-apoptético da familia de proteinas (B-cell lymphoma
2; BCL-2) controla o ponto de sobrevivéncia celular (YOULE & STRASSER, 2008).
Além disto, outro membro das proteinas BCL-2, denominado BAX, atua como ativador
da apoptose através da permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial, sendo
expresso logo no inicio do processo de apoptose celular (CHENG et al., 2003;
MIGNARD et al., 2014). Da mesma forma, porém mais adiante no processo de apoptose,
a Caspase 3 (CASP 3) é uma proteina membro da familia das caspases (ALNEMRI et al.,
1996) que por consequéncia da ativacdo sequencial das caspases tem um papel central na
fase de execucdo da apoptose celular. Existe inicialmente como proenzimas (procaspases)
as quais se mantém inativas até que processos bioquimicos causam sua ativacao
(SALVESEN, 2012) resultando na morte celular.
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O estudo de biomarcadores ligados a viabilidade ou apoptose celular pode auxiliar
na compreensdo dos fatores que atuam na viabilidade do gameta feminino apds passar
pelo processo de vitrificacdo, auxiliando na evolucdo da eficiéncia desta técnica e,

consequentemente, na manutencao genética da espécie equina.

3. HIPOTESE

Complexo cumulus-ovécito equino imaturo permanece vidvel apds o processo

de vitrificag&o.

4. OBJETIVOS

Determinar a expressdo de genes associados a viabilidade celular e apoptose em
complexos cimulus-ovacito equino.
Determinar por meio da expressdo génica a viabilidade de complexos cimulus-

ovocito antes e apos a vitrificaco.
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ABSTRACT - Oocyte vitrification is a modern technique that can be used to ensure
genetic maintenance after animal death and to improve oocyte cryopreservation at
different stages of maturation. Equine oocyte vitrification is a biotechnology rarely used
in horses due to the low post-cryopreservation cell viability. The aim of this study was to
determine the expression of genes linked to cell viability and apoptosis in equine
cumulus-oocyte complexes (COCs) prior and after vitrification. With this purpose, 5 to
30 mm ovarian follicles were aspirated and 240 COCs were collected from a
slaughterhouse in Southern Brazil during breeding season. The COCs were divided into
two groups: non-vitrified control COCs (CON, n=120) and vitrified oocytes (VIT,
n=120). Vitrification protocol was provided according to a commercially available
method from EquiPro-VitKit. After vitrification, COCs were in vitro matured for 6 hours
and immediately evaluated. Genes product abundance were: Bone morphogenetic protein
15 (Bmp 15); Bcl-2-associated X protein (Bax); Caspase 3 (Casp 3); and GAPDH
(control). The gene expression analysis was performed by quantitative real-time PCR
(QRT-PCR). Difference was observed in COCs mRNA abundance for Bax gene from
non-vitrified (0.85 * 0.08) compared to vitrified (2.05 + 0.47; P = 0.03). No difference
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was observed in the COCs mRNA abundance for Bmp 15 from non-vitrified (1.55 £ 0.73)
compared to vitrified (2.84 + 2.20; P > 0.05). There was no difference in mRNA
abundance for Casp 3 in non-vitrified (0.63 £ 0.20) compared to vitrified (0.64 £ 0.01; P
> 0.05). In conclusion, results demonstrate that Bmp 15 expression in vitrified COCs
indicate cell viability; however, Bax suggest the activation of apoptosis cascade in cells
exposed to vitrification process.

Keywords: Assisted reproduction biotechnology, Gene expression, COCs vitrification,
Equine.

1.  Introduction

Vitrification is a hatter successful method used for cryopreservation of gametes and
embryos in several species, although progress is still limited, especially in horses
[1,2,3,4]. Equine embryo vitrification is now a commonly applied assisted reproductive
technique (ARTSs) that allows good fertility rates in the horse industry [5]. Early cleavage
equine embryos can be consistently vitrified using an optimal product with similar results
to slow cooling embryos [6,7]. In addition, post-thawing pregnancy rate of equine
embryos subjected to intracytoplasmic sperm injection (ICSI) have been in the range of
50 to 60% using vitrification method [8].

Vitrification of immature and mature equine oocytes has been performed in
different research laboratories with variable results, replacing, in many cases,
conventional slow cooling methodology [9,10]. Indeed, the use of new ARTS aims to
achieve higher embryonic survival rates in equine species [11].

Equine oocyte vitrification allows the preservation of functional cellular structures
to artificially inseminate a mare or the use in combination to ARTSs, such as ICSI and
cloning [9]. Therefore, vitrification technique is of fundamental importance as an option
for the reproductive management of equine species. Unfortunately, little information is
available on vitrification of immature equine oocytes to achieve high genetic preservation
and to improve fertilization rates in this specie.

Studies of molecular biomarkers to assess equine oocyte viability or apoptosis may
help to understand the factors that act on the female gamete viability after passing through
the vitrification process. With this purpose, genes such as Bone Morphogenetic Protein
15 (Bmp 15) [12,13], Caspase 3 (Casp 3) [14] and Bcl-2-associated X protein (Bax) [15]
are commonly used to evaluate oocyte competence in different species. Therefore, studies
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on gene expression will definitely contribute to the establishment of more specific
vitrification protocol for oocyte cryopreservation.

The vitrification technique prevents cellular structural alterations generated by the
formation of ice crystals that occurs during conventional slow freezing. Therefore,
successful vitrification depends mainly on the determination of the ideal concentration
and duration of exposure to the cryoprotectant solutions to minimize cellular changes due
to the vitrification process. Vitrification techniques for equine oocytes are already
described and limited to the use of few different cryprotectors to allow complete cell
cryopreservation [16,17,18].

Recently, studies demonstrated that vitrification of equine oocytes preserved oocyte
ultrastructural features and nuclear and citoplasmatic maturation rates were higher for
vitrified oocytes with expanded cumulus [19,20]. New methods for oocytes
cryopreservation can significantly accelerate the reproductive techniques in equine [21].
The present study aimed to evaluate the changes in gene expression prior and after

vitrification of equine immature cumulus-oocyte complexes (COCs).

2. Material and methods

All chemicals used were purchased from Sigma Chemicals Company (St. Louis,
MO, USA), unless otherwise indicated.

2.1 Collection and evaluation of cumulus—oocyte complexes

Equine ovaries were obtained from an abattoir located in Sdo Gabriel
(30°25'31.5"Sand 54°22'35.6"W), Rio Grande do Sul State, Brazil during the
physiological breeding season. The interval between ovary retrieval and COCs
vitrification ranged from 2 to 3 h. Ovaries were collected at the slaughterhouse directly
after slaughter and maintained in 0.9% NaCl solution at 25°C until follicle aspiration. The
experiment was carried whit 50 ovaries, from which 240 COCs were submitted to our
vitrification protocol. In addition, 20 COCs were selected and submitted to in vitro
maturation (VM) prior (n=10) and after (n=8) vitrification to evaluate nuclear maturation
status.

Equine oocytes from 5 to 30 mm diameter follicles were aspirated with an 18-G
needle connected to a 20 mL syringe containing 2 mL PBS with 0.8% heparin. During

aspiration, a scraping motion within the follicle was performed with the needle, to
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enhance oocyte recovery. The follicular fluid was flushed in and out of the follicle two to
four times to optimize the retrieval of oocytes present in each follicle. The COCs and
follicular fluid from aspirated follicles were placed into 50 ml polypropylene tubes. After,
follicular contents were filtered and the filter was flushed using PBS and placed in 35-
mm Petri dishes to examine the contents under a stereomicroscope and to locate the
COCs.

Morphology and structural integrity of each COCs were evaluated and classified as
being compact (CP; having a tight, complete compact cumulus with a distinct, smooth
hillock), expanded (EX; having a granular or expanded cumulus), or denuded (D; having
a partial cumulus or only corona radiata present) [22,23]. Only oocytes with a compact
cumulus having 3 or more cumulus cells line and homogeneous cytoplasm were used in
this experiment [19]. Following morphological classification, selected COCs were
washed four times in the basal medium (EquiHold®, Minitube®-Germany). Number of
COCs submitted to vitrification ranged from 8 to 12 for each 200 pl drop of TQC
Complete Flush (Nutricel®, Campinas, SP) at 37°C. After, COCs were immediately

transferred to vitrification solution (VIT) or cultured in vitro (CON).

2.2 COCs vitrification and warming

The vitrification of COCs was performed using an EquiPro-VitKit commercial
media according to ELDRIDGE-PANUSKA et al. [6] and NOWAK et al. [24]. COCs
were exposed to vitrification solutions at room temperature (22-24°C). Briefly, COCs
were placed in a 200 pl 1.4 M glycerol in PBS for 5 min. After, COCs were exposed to
1.4 M glycerol + 3.6 M ethylene glycol for 5 min, and then transferred into 30 pl of final
vitrification solution containing 3.4 M glycerol + 4.6 M ethylene glycol. The final
vitrification solution containing the COCs were loaded into a 0.25 ml, non-irradiated,
polyvinyl chloride straw and separated by two air bubbles. Straw ends were loaded with
two columns of 60 ul 0.5 M galactose (Gal) medium (Fig. 1). The total time to expose
the COC:s to the final vitrification solution and to load the COCs into the straw was less
than 1 min. The straw was heat-sealed and placed for 1 min into a cooled plastic goblet
2.5 cm above the liquid nitrogen. The entire goblet containing the straw was then
immersed in liquid nitrogen and stored until warming and COCs gene expression
evaluation.

To warm COCs, straws were removed from the nitrogen liquid and held in air for

10 s before being immersed at 23°C water bath for 10 s. Then, contents of the straw were
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expelled into a Petri dish and stirred gently to facilitate mixture of the vitrification and
dilution solutions. After warming, COCs were subjected to culture in vitro and real-time

reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis as described below.

2.3 Assessment of COCs maturation

The COCs were transferred to four-well culture dishes containing 200 pl of
maturation medium and cultured at 38.2°C in a humidified atmosphere of 5% CO: in air,
for 6 h. The basic culture medium was M199 with Earle’s salts, 10% FBS and 5SmU/mL
FSH, as described by HINRICHS et al. [10]. At the end of the culture period, COCs were
subject to nuclear maturation assessment by exposure to 10 pg/ml of bisbenzimide
(Hoescht 33342) for 15 min at 38°C. After, slides were mounted, stained oocytes were
classified under UV light (filter cube +A, with a wavelength of 340-380 nm) with a
fluorescence microscope (Leica, DMI 4000B). Chromatin configurations of germinal
vesicle (GV)-stage oocytes were classified as Fluorescent Nucleus (FN), having
fluorescence throughout the nucleus; Fibrillar (F), having chromatin strands throughout
the estimated area of the nucleus; Intermediate (1), having chromatin strands or irregular
masses of chromatin over approximately half the estimated nuclear area; or Condensed
Chromatin (CC), having chromatin condensed into one small regular or irregular mass
[25,26]. According to the characteristics of the chromatin, oocytes that resumed meiosis
were classified as germinal vesicle breakdown (GVBD) or Metaphase | (M-1) and

described and statistically analyzed as GVBD.

2.4 RNA extraction and gRT-PCR

Total RNA was extracted from COCs using Trizol (Invitrogen) according to the
manufacturer’s instructions. RNA quantity and purity were estimated using a NanoDrop
spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, USA). Absorbance 260/280 nm ratios
above 1.8 were considered pure. Total RNA was treated with 0.1 U DNase (Invitrogen)
at 37 °C for 5 min to digest contaminating DNA. Reverse transcriptase reactions were
performed with 500 ng RNA using the iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad,
Mississauga, ON, CA) in a final volume of 20 pl according to the manufacturer's protocol.

Real-time quantitative PCR (qRT-PCR) reactions were performed in a CFX 384
real-time PCR detection system using iQTM SYBR Green Supermix (BioRad). Primers
were designed based on equine sequences available in GenBank (Table 1) and

synthesized by Sintese Biotecnologia (Belo Horizonte, MG, Brazil). Samples were run in
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duplicates and the standard curve method was used to determine the abundance of MRNA
for each gene, and mRNA abundance was normalized to the mean abundance of the
internal control gene GAPDH. All reactions had efficiencies between 90 and 110%, r?
>0.98 and slope values from -3.6 to -3.1. Dissociation curve analyses were performed to

validate the specificity of the amplification products.

2.5 Statistical analysis

Differences in transcript levels were analyzed by multi-comparison test using
LSMeans Student t-test. Data were tested for normal distribution using Shapiro-Wilk test
and normalized when necessary. Results are presented as means = SEM, and P < 0.05
was considered statistically significant. All analysis were performed using the JMP
software (SAS Institute Inc., Cary, NC). At least three individual gene replicates were

conducted for each group of evaluated COCs.

3. Results

A total of 80 ovaries were processed. An average of 5 oocytes were recovered per
ovary, from which 240 COCs were selected and used for the vitrification study to evaluate
gene expression. In addition, 20 COCs were select and submitted to in vitro maturation
(IVM) prior (n=10) and after (n=8) vitrification to evaluate nuclear maturation status.
Two COCs were lost from the experiment during manipulation. Seven out of ten (7/10;
70%) non-vitrified oocytes were found in GV state having fibrillar chromatin (Fig. 2A)
and three out of ten (3/10; 30%) having intermediate chromatin configuration. Vitrified
oocytes showed GV stage having condensed chromatin (7/8; 87.5%; Fig. 2B) and one
having fibrillar configuration.

Difference was observed in mRNA levels of abundance for Bax gene (0.85 £ 0.08)
in non-vitrified compared to vitrified (2.05 + 0.47; P = 0.03; Fig. 3A) COCs. No
difference was observed in the mRNA expression for Bmp 15 (1.55 + 0.73) in non-
vitrified compared to vitrified (2.84 £ 2.20; P > 0.05; Fig. 3B) COCs. There was no
difference in mRNA expression of Casp 3 (0.63 £ 0.20), in non-vitrified compared to
vitrified (0.64 + 0.01; P > 0.05; Fig. 3C) COCs.

4.  Discussion
Bax, Casp 3 and Bmp 15 expression are detectable in equine COCs prior and after

vitrification. Gene expression detection between pro-survival and pro-apoptotic factors
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within the oocyte and surrounding cells is essential for follicular development and oocyte
maturation. Data on equine COC’s viability is of upmost importance to determine
biomarkers for gamete development and competence acquisition of cell maturation. There
is intense interest in developing procedures for effectively cryopreserve equine oocytes,
but the results to date have not matched the interest [9]. In this work we also used a simple
method to preserve equine COCs that has been used in the oocytes vitrification of other
mammalian species.

Vitrification protocols showed to be effective to preserve immature oocytes in the
presence of cumulus-oophorus [27,28,29]. Interestingly, Purohit et al. [30] demonstrated
that immature cumulus compact goat oocytes better tolerate vitrification in terms of
fertilization rate compared to matured vitrified oocytes. In the horse, initial cumulus
morphology of equine oocytes did not affect nuclear maturation after vitrification and
immature oocytes can be used after vitrification/re-warming to obtain satisfactory M-I
rates after IVM [31]. Reports on equine oocyte vitrification are limited to the uses of
ethylene glycol, ficoll, sucrose [32,16], in addition of trehalose [17] and
dimethylsulfoxide [17,18]. Maclellan et al. [18] reported pregnancy and foal term birth
from the fertilization of vitrified equine oocyte, similar to in vivo matured and fertilized
by gamete intrafallopian transfer (GIFT). Indeed, additional information on immature
COCs vitrification is needed to ensure potential alternatives for gamete cryopreservation
and to increase fertilization rates.

The process of cryopreservation of mature and immature oocytes has several
limitations, as the sensitivity of oocytes at low temperatures [33,34], and changes that
promote the hardening of the zona pellucida [35]. Due to the limiting process of equine
oocytes in vitro, cryopreservation has focused on the use of mature oocytes at M-I stage
of development; however, in our study we observed that 17 out of 18 COCs had no
evidence of development and were considered as immature stage. In addition, the use of
immature COCs has been associated with the oocyte ability to withstand cryopreservation
in goats [30].

The differential expression of the apoptotic genes is related to oocytes competence
with advanced signs of atresia in different species [36,37,38,39,40]. In equine, we showed
that Bax genes is expressed in the molecular events involved in communication COCs,
indicating possible markers of viability and cell competence. In contrast, Leon et al. [38]
reported no difference detected in the expression of Bax apoptotic genes analyzed in

immature oocytes compared to oocyte submitted to maturation in vitro. In contrast, higher
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expression of the pro-apoptotic gene Bax in viable COCs was observed in our study. In
this study reliable information was provided to ensure that immature COCs can be
vitrified and used for further ART in the horse; however, it would be interesting to analyze
the apoptosis levels with the pregnancy rates and the success of development to term.

Studies of equine gamete competence are still scarce and gene expression in COCs
and proteins involved in the apoptotic pathways have not been elucidated in this species.
Casp 3 protein expression has been described in the equine oocytes and granulosa cells
from pre-ovulatory follicles after induced ovulation but no difference in mMRNA levels
between young and old mares were observed [39]. To our knowledge, no previous work
has quantified Casp 3 activity to identify equine immature oocyte atresia. It was found
that Casp 3 activity does not increase in vitrified COCs and confirme that Casp 3, the
executioner of apoptosis, is expressed in equine COCs prior and after vitrification. Thus,
the Bax and Casp 3 expression profile of vitrified equine COCs can be used to predict
oocyte viability and developmental competence.

The Bcl-2 gene family, which includes the Bax (proapoptotic) and Bcl-2 (anti-
apoptotic) genes, is involved in the regulation of apoptosis in different cell types
[41,42,43]. These two genes in particular play a key role in the occurrence of apoptosis
in female germ cells [44] and are used in the analysis of apoptosis in oocytes and embryos
[45,40,46]. The ratio of Bcl-2:Bax determines cell susceptibility to apoptosis; a lower
ratio, and thus dominance of Bax over Bcl-2, denotes accelerated apoptosis and lower
quality of oocytes and embryos [47,41]. Recently, a report showed a higher abundance in
Bax expression in cumulus cells from aged mares, confirming there are age-related
differences in gene expression in equine COCs, which may be associated with the lower
quality and decreased developmental competence of oocytes from aged mares [48]. This
study, demonstrated a higher Bax expression in COC’s after vitrification procedure.
Therefore, the evaluation of Bax transcripts may be used as biomarkers of the quality of
the oocyte and developmental potential in the horse. The expression of Bax may be
constitutive, which suggests that the oocytes are under constant threat and that their
development potential depends on their capacity to inhibit pro-apoptotic activity as
demonstrated in human oocytes [49].

Recently, COCs in humans showed that the expression levels of Bmp 15 mRNAs
were significantly associated with oocyte maturation, normal fertilization and cleavage
rate; therefore, Bmp 15 mRNAs in cumulus granulosa cells may be considered as new

molecular markers for predicting oocyte developmental potential [50]. We determined
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that Bmp 15 is present in vitrified COCs and non-vitrified, indicating that the vitrification
procedure might affect the expression of genes. In addition, in bovine ovaries, Bmp 15 is
also involved in the regulation of cumulus cell apoptosis and this induction can be
prevented by treatment with Bmp 15 [51]. Contrary, Ebrahimi et al. [37] showed that the
expression of Bmp15 gene was retarded after vitrification of sheep COCs. Thus, Bmp 15
may contribute to decreasing the incidence of apoptosis within cumulus-oocyte
complexes until the point of ovulation.

Similar to GDF9, the mRNA and protein of Bmp 15 are found in oocytes during all
stages of folliculogenesis. Indeed, these factors act as intraovarian regulators of
primordial follicle activation, somatic cell proliferation, steroidogenesis and oocyte
maturation [52]. Its expression is high between the primary to pre-ovulatory follicle stages
in rodent species [53]. This indicator is in agreement with the data observed in our study,
where COCs showed no expression of Bmp 15 because they have not development
competence at the stage of analyzed COCs. Recently, in equine oocytes, there is a higher
expression of Bmp 15 during the moment of cumulus cells expansion, which occurs after
oocyte maturation 6 hours after equine growth hormone (eLH) administration [54]. In
mouse oocytes, higher expression was seen in vitrification group for Bmp15 only on the
4th day of culture and decreased significantly up to the 8th day of culture [55]. This allows
Bmp 15 to interact with GDF9 and coordinate the expression of the genes involved in
cumulus cells expansion and proper follicular development [56], and natural mutations in
these genes can provoke infertility in homozygous ewes [57].

Cumulus presence was also found to protect mature equine oocytes against
vitrification-induced damage since cumulus-enclosed oocytes preserved their meiotic
spindle quality [19]. In summary, the current study demonstrated that equine COCs at GV
stage of development after 6 hours of maturation showed that Bmp 15 expression suggests
cell viability, contrarily to Bax e Casp 3 expression that are involved in the apoptotic
cascade activation observed after cryopreservation. However, it would be interesting to
analyze the relationship between oocyte quality, follicle size and the apoptosis levels with
fertilization rates, embryo development, pregnancy rates and the success of development
to term in this species. Our findings were important to determine if different apoptotic
gene studies would have similar expression on COCs prior and after vitrification to use

this method for application to ART.
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5. Conclusions

In conclusion, it was demonstrated that vitrification was a successful method for
cryopreservation of immature equine COCs. We also demonstrated that Bax is higher
expressed in vitrified immature equine COCs. Moreover, studies using large percentage
of equine COCs provides insight for developing new strategies to improve the efficiency
of vitrification to be used to produce offspring via assisted reproductive techniques.
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List of legends

Figure 1. Straw containing two COCs loaded in the vitrification medium and hold with

two columns galactose (Gal) medium.

Figure 2. (A) Non-vitrified oocyte at the germinal vesicle (GV) stage having fibrilar
chromatin configuration; (B) Vitrified oocyte at the GV stage exhibiting a tightly

condensed nucleus chromatin configuration. Scale bar represents 20 pm.

Figure 3. Relative expression of Bax, BMP15, CASP3 genes in vitrified and non-vitrified
COCs.

Table 1. Primers used in the expression analysis.

F: Forward primer; R: Reverse primer; Bmp15: Bone morphogenetic protein 15; Casp3:
Caspase 3; Bax: Bcl-2-associated X protein.
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Tabela 1

Table 1. Primers used in the expression analysis.
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Ref. or accession no.

Gene Sequence

GAPDH F CAAGGCTGTGGGCAAGGT NM_001163856.1
R GCAGGTCAGATCCACGACTGA

Bmp15 F TCCTAGAGAGAACCGCACCA XM_001496223.2
R GGTCTGTATATGCCAGGGGC

Casp3 F AGGCAGACTTCCTGTATGCG NM_001163961.1
R GCGACTGGATGAACCAGGAT

Bax F TTCCGACGGCAACTTCAACT XM_005596728.1
R GGTGACCCAAAGTCGGAGAG

F: Forward primer; R: Reverse primer; Bmp15: Bone morphogenetic protein 15; Casp3: Caspase 3; Bax:

Bcl-2-associated X protein.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

1.  Com base nos resultados obtidos, a vitrificacdo € um método que pode ser utilizado

na preservacdo da genética feminina na espécie equina.

2.  Os genes BMP15, BAX e CASP3 sdo expressos no ovocito equino antes e apds a
vitrificagdo, podendo ser utilizados para o auxilio no diagnéstico da viabilidade

celular em estudos nesta espécie.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

O estudo aqui realizado evidencia a necessidade de novos experimentos para a
melhor compreensdo da viabilidade celular ap6s o processo de vitrificagdo. Para isso,
pretendemos futuramente realizar estudos relacionando o processo de maturagéo in vitro
de ovdcitos equinos com subsequente avaliacdo celular em diferentes tempos de
maturacdo. Além disto, observar a relacéo nos niveis de abundancia de RNAm para genes
anti e pro-apoptéticos como BCL-2 e BAX, assim como a relagdo entre GDF-9 e BMP15.

Novos estudos deverdo ser executados para o completo entendimento da
competéncia ovocitaria nesta espécie. Para isto, experimentos através da técnica de ICSI
ou transferéncia nuclear ap6s vitrificagdo ovocitaria servira para avaliar o
desenvolvimento embrionario de fundamental importancia para a obtencdo de animais

viaveis oriundo da técnica de vitrificacdo de gametas na espécie equina.
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