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PRE-MATURA(}AO IN VITRO DE OOCITOS BOVINOS COM NPPC E
VESICULAS EXTRACELULARES OBTIDAS EM DIFERENTES FASES DA
ONDA DE CRESCIMENTO FOLICULAR

RESUMO - Odcitos bovinos submetidos a maturacéao in vitro (MIV) retomam
espontaneamente a maturagdo nuclear, no entanto, este padrdo nao é
observado em relacdo as maturagdes citoplasmatica e molecular. Desta
forma, tais odcitos constituem uma populagdo heterogénea em relagéo aos
eventos que compdem a maturagdo oocitaria para aquisicdo de
competéncia. Este estudo propbs avaliar os efeitos de um sistema de pré-
maturacao in vitro (préMIV) de complexos cumulus odcitos (CCOs) bovinos
com o uso do bloqueador precursor do peptideo natriurético tipo C (NPPC) e
com vesiculas extracelulares (VEs) obtidas de foliculos em diferentes fases
do desenvolvimento [pré-desvio ~ 7 mm (PreDev); desvio ~8,5 mm (DevF1);
pos-desvio ~12 mm (PostDev) e; pré-ovulatério > 12 mm (PreOv)], sobre:
(1) a captacéo das VEs pelas células dos CCOs; (2) a transferéncia de RNA
das VEs para os odcitos; (3) o padrao de compactagdo da cromatina e
aquisicao de competéncia oocitaria para o desenvolvimento embrionario €;
(4) parametros de qualidade dos embrides provenientes deste sistema. Ao
final do periodo de 8 horas do sistema de préMIV foi possivel evidenciar, em
todos os grupos tratados com VEs (PreDev, DevF1, PostDev e PreOv), a
captura das mesmas pelas células dos CCOs, bem como a transferéncia de
RNA proveniente destas vesiculas para o ooplasma, sendo que os odcitos
do grupo DevF1 apresentaram concentragdo de RNA aumentada no
ooplasma, quando comparados aos oécitos dos demais grupos (P<0.05).
Em relagdo ao padrao de compactagdo da cromatina (vesicula germinativa —
VG — de 0 a 3) dos CCOs, independente do grupo avaliado (Imaturo —
imediatamente apos a remog¢do do foliculo ovariano, Controle — meio de
préMIV sem adicdo de VEs, PreDev, DevF1, PostDev e PreOv), ndo houve
diferengca (P>0.05) quanto as categorias VGO e VG2; ja as categorias de
VG1e VG3 diferiram entre os grupos (P<0.05), sendo que o grupo Imaturo
apresentou maior taxa de oocitos em VG1 (61,9%), em relagdo a todos os
grupos, e menor taxa de oocitos em VG3 (5,7%) quando comparado aos
grupos PreDev (45,4) e PostDev (48,1%) (P<0.05). O cultivo de préMIV
associado ou nado as VEs nao promoveu aumento das taxas de clivagem
(Controle 82%, PreDev 81,5%, DevF1 75%, PostDev 76% e PreOv 76,9%)
(P>0.05) e desenvolvimento embrionario (Controle 43,6%, PreDev 38,6%,
DevF1 48,1%, PostDev 38,3% e PreOv 40,4%) (P>0.05). Em relagdo aos
parametros de qualidade embrionaria, o grupo PostDev apresentou maior
numero de blastbmeros em relacdo ao grupo Controle (P<0.05), porém as
avaliagdes de potencial de membrana mitocondrial e porcentagem de células
apoptéticas né&o diferiram, independente do tratamento (P>0.05).
Concluimos, portanto, através dos achados na literatura, que o trabalho aqui
apresentado € o primeiro a utilizar um sistema de pré-maturacao in vitro de
complexos cumulus od6citos bovinos enriquecido com vesiculas
extracelulares e, evidenciamos, a partir dos resultados que o sistema
permitiu a interagdo entre as células do complexo cumulus odcitos e
vesiculas extracelulares, independente da fase do desenvolvimento folicular



em que as vesiculas foram obtidas. Adicionalmente, foi possivel evidenciar
melhorias na qualidade dos embrides sugerindo efeitos benéficos deste
sistema.

Palavras-chave: pré-maturacao, bloqueio meidtico, competéncia oocitaria,
producgao in vitro de embrides, qualidade embrionaria
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In vitro prematuration of bovine oocytes with NPPC and extrecellular
vesicles from different follicles stages

Abstract — Oocytes that undergo in vitro maturation (IVM) spontaneously
resume nuclear maturation, however, this pattern is not observerd in
cytoplasmic and molecular maturation. This situation creates a
heterogeneous oocyte population which influences the developmental
competence acquisition. For this reason, the present study proposed to
evaluate the effects of an in vitro prematuration (prelVM) system of bovine
cumulus oocyte complex (COC) with C-type natriuretic peptide precursor
(NPPC) and extracelular vesicles (EVs) from follicles at different stages of
development [pre-deviation ~ 7 mm (PreDev); deviation ~ 8,5 mm (DevF1);
post-deviation ~ 12 mm (PostDev) and; pre-ovulatory > 12 mm (PreOv)], on:
(1) uptake of EVs by COC cells; (2) RNA transfer from EVs to oocytes; (3)
COC chromatin configuration and developmental competence acquisition; (4)
embryos quality parameters. After 8 hours of prelVM, it was possible to
evidence, in all groups treated with EVs (PreDev, DevF1, PostDev and
PreOv), their capture by COCs, as well as, the transfer of RNA from these
vesicles to the ooplasm. The DevF1 group was the only group, when
compared to the other groups, that showed an increase in the cytoplasmatic
RNA concentration (P<0.05). The assessment of COC chromatin
configuration (germinal vesicle — GV — 0 to 3), regardless of the group
(Immature — after follicle immediately removal, Control — prelVM medium
withour EVs, PreDev, DevF1, PostDev and PreOv) no difference (P>0.5) was
noted for GVO and GV2 categories. Whereas the GV1 and GV3 categories
differed between groups (P>0.05), the group with the highest percentage of
oocytes in GV1 was the Immature group (61.9%), this group also had a lower
rate of oocytes in GV3 (5.7%) when compared to the PreDev (45,4%) and
PostDev (48.1%) groups (P<0.05). The prelVM culture, with ou without EVs,
did not promote an increase in cleavage rates (D3) (Control 82%, PreDev
81.5%, DevF1 75%, PostDev 76% and PreOv 76.9%) (P>0.05) and
embryonic development rates (D7) (Control 43.6%, PreDev 38.6%, DevF1
48.1%, PostDev 38.3% and PreOv 40.4%) (P>0.05). Embryos from PostDev
group had more blastomere numbers than the control group (P<0.05).
However, the assessments of mitochondrial membrane potential and
apoptotic cells did not differ independent of treatment (P<0.05). In
conclusion, this is the first study in the literature to use an in vitro pre-
maturation system of bovine cumulus oocyte complex enriched with
extracelular vesicles and through the results presented here we confirm that
the in vitro pre-maturation system of bovine cumulus oocyte complex allowed
the interaction between the cumulus cells and extracelular vesicles
regardless of the stage of folicular development in wich the vesicles were
obtained. Additionally, it was possible to evidence improvements in the
quality of the embryos suggestiong beneficial effects of this system.

Keywords: prematuration culture, meiotic block, oocyte competence, in vitro
embryo production, embryonic quality.



1 INTRODUGAO

O Brasil € o segundo maior produtor de embrides in vitro do mundo,
de acordo com dados divulgados pela Sociedade Internacional de
Tecnologia de Embrides (da sigla em inglés, IETS), desde 2019, mais de
70% dos embrides produzidos e transferidos no mundo sdo de origem in
vitro.No entanto, apesar das biotecnologias da reprodugao, como a produgéo
in vitro de embrides, serem ferramentas valiosas para aumentar o potencial
reprodutivo das fémeas bovinas em um curto periodo, muitos entraves ainda
limitam a eficiéncia destas biotécnicas, como por exemplo: (1) a origem e
qualidade dos complexos cumulus odcitos (CCO) submetidos a maturagéo in
vitro (MIV), ou seja, condicdes fisioldgicas e genéticas das fémeas doadoras
dos gametas; (2) reducédo da qualidade espermatica no ambiente in vitro, o
que reflete negativamente nas taxas de fertilizagdo in vitro (FIV) e; (3)
condigdes de cultivo in vitro (CIV) que afetam a qualidade dos embrides
produzidos in vitro (PIV). Todas essas limitagbes resultam em taxas de
desenvolvimento embrionario e taxas de prenhez, apds transferéncia
embrionaria (TE), reduzidas, quando comparadas as taxas de
desenvolvimento e prenhez dos embries produzidos in vivo (Ferré et al.,
2020; Rizos et al., 2002; Cavalcanti et al., 2018; Lonergan e Fair, 2016).

Atualmente, 90% dos odcitos imaturos recuperados para a MIV sao
capazes de completar o evento da maturagdo nuclear e atingir o estagio de
metafase Il (MIl), destes aproximadamente 80% sao fertilizados e somente
20 a 40% se desenvolvem até o estagio de blastocisto (Lonergan e Fair,
2016). Apesar de quase a maior parte dos CCO completarem a maturagao
nuclear (condicdo na qual o gameta é ovulado in vivo), diversos estudos
apontam que as baixas taxas de desenvolvimento embrionario estido
intimamente relacionadas a qualidade dos odcitos e ndo, somente, aos
eventos pos-fertilizagdo como os numeros parecem apontar (Lonergan e
Fair, 2016). De acordo com Rizos et al. (2002), a qualidade oocitaria € a
responsavel pelo sucesso do desenvolvimento embrionario in vitro, enquanto

as condicbes de cultivo sdo responsaveis pela qualidade do embrido.



Portanto, compreender o evento da maturacdo oocitaria é imprescindivel
para melhorar as condicbes do sistema de producao in vitro de embrides

bovinos, visando aumentar a taxa de desenvolvimento embrionario.

A maturagao oocitaria, que se inicia durante a vida fetal da fémea,
consiste em um evento complexo e gradual, no qual o odcito cresce e se
desenvolve, em associagao com o desenvolvimento e crescimento folicular.
Essa interagdo entre odcito e foliculo (células foliculares) € essencial para
que a competéncia oocitaria seja adquirida, permitindo o desenvolvimento

embrionario inicial (Lodde et al., 2013).

O foliculo consiste em um ambiente inibitério que mantém a
configuragédo nuclear dos odcitos em dipléteno da préfase da meiose | (Pl),
fase caracterizada e chamada de vesicula germinativa (VG — presencga do
envelope nuclear). Durante esta fase, conforme o oécito cresce, a cromatina
assume progressivo padrao de condensacgao e a avaliagao in vitro de odécitos
em VG, evidenciou padrdes de 0 (cromatina totalmente descondensada) a 3
(cromatina totalmente condensada) (Lodde et al., 2007). Os padrdes de
condensagdo da cromatina estdo intimamente ligados a atividade
transcricional do odcito, a qual é fundamental para o armazenamento de
acido ribonucleico mensageiro (da sigla em inglés, mRNA) e proteinas
necessarias para a sobrevivéncia do embrido até a ativagdo do seu genoma.
Por tanto, oécitos em grau 0 (VGO0) possuem intensa atividade transcricional,
ao passo que odcitos em grau 1 (VG1) tém a atividade reduzida e quando
atingem os graus 2 e 3 de condensagéo (VG2 e VG3, respectivamente) essa
atividade é completamente interrompida (silenciamento transcricional)
(Lodde et al., 2007; Lodde et al., 2008).

Com o estimulo gonadotréfico para a ovulagédo, odcitos em VG
passam pelo evento de quebra da vesicula germinativa (QVG) e progridem
para metafase Il, logo, do ponto de vista nuclear, oécitos em MIl s&o
considerados maturos. Além disso, modificacbes citoplasmaticas e
moleculares ocorrem em sincronia e contribuem para a completa maturagao
oocitaria, tornando o odcito competente para o desenvolvimento embrionario
(Roelen, 2020).



A recuperagdo de odcitos para a producdo in vitro de embrides
(PIVE) deve ser feita a partir de foliculos antrais médios, os quais
apresentam diametro entre 3 a 8mm. De acordo com a literatura, o didmetro
folicular € considerado preditor da qualidade oocitaria (Blondin e Sirard,
1995), ou seja, foliculos menores do que 2mm (0,5 a 2 mm) apresentam
quase que a totalidade de seus odcitos com padrao de VGO e poucos em
VG1, ao passo que foliculos com didmetro igual ou maior do que 2 mm
apresentam distribuigdo homogénea de odcitos em VG1, VG2 e VG3 (Dieci
et al., 2016). A relagdo entre o didametro folicular e o grau de compactacgao
da cromatina deve ser levado em consideragcdo no momento da recuperacao
dos CCO, pois o padrao de VGO confere ao odcito a classificacdo de nao
competente para continuar o desenvolvimento no ambiente in vitro, bem
como ndo competente para o desenvolvimento embrionario. Ao passo que
as demais categorias de compactagdo da cromatina, conferem aos odcitos
competéncia para continuarem o desenvolvimento no ambiente in vitro e
para o desenvolvimento embrionario inicial (Luciano et al., 2014). Contudo
foliculos com didmetro acima de 8mm, em bovinos, ja se encontram préximo
a fase de dominancia folicular e, portanto, podem envelhecer no ambiente in
viftro ou estarem em processo de atresia, reduzindo as taxas de

desenvolvimento embrionario (Labrecque et al., 2016).

Apesar de todas as classificacbes para a escolha dos foliculos e
consequentemente dos oécitos de melhor qualidade, quando o CCO ¢
removido do ambiente folicular a comunicacédo entre as células foliculares,
células do cumulus e odcito é perdida, favorecendo a retomada espontanea
da meiose. Desta forma, o odcito que antes encontrava-se em diferentes
graus de VG, progride rapidamente para MIl e as demais modificagées que
compreendem todo o processo de aquisicdo de competéncia oocitaria sdo
interrompidas (Downs, 1993).

O sistema de cultivo de pré-maturagao in vitro (pré-MIV) foi criado
para impedir a interrupg¢do inadequada das comunicagdes entre as células
que compreendem o CCO e a retomada espontédnea da divisdo meidtica,
fornecendo, portanto, tempo e ambiente favoravel para que os eventos da

maturagao oocitaria ocorram em sincronia. Com o uso deste sistema, Diece



et al. (2016), a partir de oocitos bovinos, aumentaram a taxa de
desenvolvimento embrionario se comparada a taxa obtida com um protocolo
padrao de PIVE (40% vs 20%). Este sistema consiste na utilizacdo de um ou
mais agentes, naturais ou sintéticos, que bloqueiam de forma temporaria e

reversivel a divisdo meidtica no odcito.

O peptideo natriurético tipo C se destaca entre as drogas utilizadas
nos sistemas de pré-MIV, por fazer parte naturalmente do controle da
maturacdo oocitaria e ter efeito reversivel. Em odcitos de camundongos o
uso no NPPC resulta em 80-100% de bloqueio meidtico (Richard, Baltz,
2014) e em bovinos o bloqueio se mostra entre 80-90% (Franciosi et al.,
2014; Zhang et al.,, 2017). Ainda em bovinos é possivel observar a
manutengdo da funcionalidade das jung¢des gap, aumento na taxa de
desenvolvimento embrionario (51,6% vs. 32% da MIV convencional) (Zhang
et al., 2017), aumento no numero de embrides eclodidos € no numero de
blastdmeros, sendo estes dois ultimos indicadores de qualidade embrionaria
(Franciosi et al., 2014).

Outra alternativa para melhorar a qualidade oocitaria e embrionaria
que tem sido objeto de estudo na area da PIVE bovinos é a adi¢do de
vesiculas extracelulares aos meios de cultivo. As vesiculas extracelulares
representam um mecanismo de comunicagao intercelular e ja foram
descritas como marcadores bioldgicos, além de vetores para farmacos, no
tratamento de doencas, devido a sua similaridade com a membrana celular
(Edgar, 2016). Atualmente sdo conhecidas por apresentarem diametro
inferior a 200 nm e carrearem lipideos, proteinas, RNAmM, micro RNA
(miRNA) e DNA (Keller et al., 2006). As vesiculas extracelulares ja foram
isoladas do fluido folicular de fémeas bovinas e estudos comprovaram a
participagcdo destas pequenas vesiculas nos eventos de o0ogénese,
foliculogénese, maturagao oocitaria e desenvolvimento embrionario (Hung et
al., 2015; da Silveira et al., 2017; Boyer et al., 2010). Além do mais, o
isolamento das vesiculas extracelulares do fluido folicular de vacas, a partir
de foliculos em diferentes momentos da onda de crescimento folicular,

evidenciou diferenca na constituicdo destas vesiculas (revisado por Hung et



al., 2015), sugerindo que as mesmasse adaptam de acordo com o

microambiente em que se encontram.

Diante da heterogeneidade da populacdo de complexos cumulus
oo6citos que é direcionada para a producédo in vitro de embrides bovinos e
esclarecido um dos possiveis fatores que prejudicam a aquisicdo de
competéncia oocitaria para o desenvolvimento embrionario, a hipotese do
presente trabalho consiste que o uso do sistema de pré-maturagao in vitro,
por 8 horas, de complexos cumulus odcitos bovinos, contendo NPPC e
vesiculas extracelulares é capaz de bloquear temporariamente a meiose
permitindo com que o odécito adquira competéncia e se desenvolva até o
estadio de blastocisto expandido in vitro. Desta forma, o presente trabalho
tem como objetivo avaliar a interagdo, bem como os efeitos das vesiculas
extracelulares (provenientes de diferentes fases do desenvolvimento
folicular) e do bloqueador da meiose (NPPC) sobre a configuracdo da
cromatina oocitaria, aquisicdo de competéncia para o desenvolvimento e

qualidade dos embrides provenientes deste sistema.
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6 Conclusao

Conclui-se, portanto, que este é o primeiro trabalho a associar
vesiculas extracelulares, obtidas de foliculos em diferentes momentos do
desenvolvimento, em sistema de pré-maturagao in vitro de complexos
cumulus odcitos bovinos. Independente da fase do desenvolvimento folicular
em que as vesiculas extracelulares foram isoladas, a partir dos achados em
nosso trabalho foi possivel evidenciar a captacédo das vesiculas pelas células
do complexo cumulus odcito.

Embora, esta associagdo nao tenha refletido em aumento nas taxas
de producdo in vitro de embrides, melhorias em padrées de qualidade
embrionaria, como o numero de blastbmeros e auséncia de efeitos deletérios
a produgao embrionaria (estresse oxidativo e apoptose) foram evidenciados.
Adicionalmente foi possivel evidenciar a liberacdo de RNA proveniente das
vesiculas extracelulares no citoplasma dos odcitos bovinos, o que nos
sugere que estes componentes podem ter papel durante o processo de

aquisicao de competéncia para o desenvolvimento.
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