. &
Instituto de ﬁég UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 'ﬂ
Biociéncias u ne sp “JULIO DE MESQUITA FILHO”

Unesp Botucatu Campus de Botucatu

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

EFEITOS DA INDUCAO SEQUENCIAL APOS A PRE MATURAGAO IN VITRO SOBRE
A PRODUCAO EMBRIONARIA

NATHALIA ROMEIRO SILVA

BOTUCATU - SP
2023



. &
Instituto de ﬁég UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 'ﬂ
Biociéncias u nesp ‘JULIO DE MESQUITA FILHO”
Unesp Botucatu

Campus de Botucatu

NATHALIA ROMEIRO SILVA

EFEITOS DA INDUCAO SEQUENCIAL APOS A PRE MATURAGAO IN VITRO SOBRE
A PRODUCAO EMBRIONARIA

Trabalho de Conclusédo de Curso apresentado ao
Instituto de Biociéncias de Botucatu da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, como parte dos requisitos necessarios para a
obtencdo do grau de bacharel em Ciéncias

Biomédicas.

Orientador
Prof. Dr. José Buratini Junior
Co-orientadora

MSc. Thaisy Tino Dellagua

BOTUCATU - SP
2023



FICHA CATALOGRAFICA ELARORADR PELR SECAD TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAD TECHWICA DE BIELIOTECA E DOCUMENTACAD = CAMPUS DE EOTUCATU = UNESFE

BIELICTECARIA RESPONSAVEL: MARIA CAROLINA ANDRADE CRUZ E SANTOS-CREE 3/10188

Silwva, Wathalia Romeiro.

Efeitos da inducgdo sequencial apds a pré maturacdo in vitro
sobre a producdc embricnaria / MWathalia Romeireo Silwva. -
Botucatu, 2023

Trabhalho de conclusio de curso (bacharelado - Ciéncias
Biomédicas) - Universidade Estadual Paulista "Julio de
Mesquita Filho", Instituto de Biociéncias de Botucatu

Orientador: Joszé Buratini Janior

Coorientador: Thaisy Tino Dellagua

Capes: 20701004

1. Bovinos. 2. Técnicas de maturacdo in vitro de obdcitos.
3. Neuregulina-1. 4. Bovinos - Reprodugdo. 5. Embriclogia
veterinaria.

Palavras-chave: Cultivo sequencial; Maturagdo in wvitro;
PIVE; Pré&-MIV.




AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais Adriana e Wagner, por me permitirem voar para longe de casa,
me sustentarem e por me acolherem sempre que preciso. Aos meus irmaos Catarina e Davi por
serem meu porto seguro, por compartilharem momentos comigo que sé nds, os trés melhores
amigos, poderiam ter juntos. Aos meus avos Claudio, Elisabete e Amara pelo carinho que s6
avos tém. A minha tia Tuti por sempre me apoiar. A minha familia, por todo amor e por ser

orgulharem de mim mesmo que nem sempre entendam o que eu faco.

Aos meus amigos da vida, que estdo comigo nos momentos bons e quando estou

reclamando, obrigada Lucas e Gabriel por alegrarem os meus dias.

Aos amigos que conheci em Botucatu e fizeram essa caminhada ser uma grande
aventura. Obrigada Mariana e Pamela por serem minha nova casa. Obrigada Leandro por ser
uma extensdo da minha nova casa. E obrigada a tantas pessoas que passaram pela minha vida

durante esses cinco anos e que de alguma forma marcaram minha vida.

Obrigada ao meu orientador Dr. José Buratini por me permitir a oportunidade de
conhecer o Laboratério de Fisiologia Molecular e Ovariana e deste lugar me fazer crescer tanto
em conhecimento e abrir portas para 0 meu futuro. Obrigada as minhas companheiras e amigas
de laboratério Ana Caroline, Carolina, Drielle, Mariana e Thaisy por todo aprendizado e rotina.
Em especial obrigada Thaisy por me ensinar os procedimentos, por me alimentar tantas vezes

e também por me coorientar.

Obrigada a Unesp por me proporcionar tantas experiéncias, por me formar uma

biomédica e obrigada a Botucatu por me trazer tanta vivéncia e por me acolher longe de casa.



SUMARIO

RESUMO ...ttt sttt e e sttt e s st b e e e s s s be e e e s aaabeee s s abeeeesaabaaeessanbeeeesansraeens 6
L INTRODUGAO. ... 7
2. OBUIETIVO ettt ettt e s sttt e e sttt e s st e e s s bt e e e e e et e e e e e aba e e e eareee e eanees 10
B HIPOTESE ...ttt ettt sttt ettt ettt s s s s e e et naeeeeeeaens 10
4. METODOLOGIA ...ttt st et et e s be e e sab e e e bt e sbteesabeeesabeesneeas 10
4.1 Delineamento eXPerimENTal..........ccoeciiiiiiiiiiee ettt st e et esne e e snreeennree e 10
4.2 Obtencdo dos complexos cumulus-06citos (COCS) poSt MOMeM .......c.cccveveeeieenieeneeerieennen. 11
4.3 Pré-maturagao 00CIEAria iN VITIO .......cceeiieeiieiee ettt ettt aeereenaeas 12
4.4 Maturagao O0CITANIA IN VIEFO.....ccueeiieiieeiie ettt ettt e s aeebeesae e s e e eaeenneas 12
4.5 Fecundacéo in vitro (FIV) e Cultivo in VItro (CIV) c....cocei it 12
4.6 ANALISE BSTALISTICA ..evveuvieiieiieie ettt st sttt b e e sbe e tesneentesnee e 13

CRESULTADOS ..ottt 13
CDISCUSSAOD ..ottt ettt bttt bttt 16
S CONCLUSAO . ...ttt sttt ettt t e a e e a e s s e a e a s s sanans 17
CREFERENCIAS ..ottt st st s e a e s anans 18



RESUMO

A producdo in vitro de embries bovinos desempenha um papel importante na pecuaria e na
pesquisa, além de ser utilizada como embasamento para melhorias das técnicas de reproducao
assistida. Esse estudo foi realizado com o objetivo de desenvolver meios de cultivo com base
nos processos que ocorrem in vivo. Com o objetivo de aprimorar um sistema de maturacao
oocitéria ja estabelecido em nosso laboratorio, o Sistema Folicular (SF), utilizamos os indutores
FSH e ampirregulina (AREG) de maneira sequencial, a fim de promover uma ativacdo mais
fisioldgica da cascata de maturagdo. Esse novo sistema foi denominado SF sequencial (SFseq).
Ovarios bovinos foram coletados em abatedouros e seus complexos cumulus-oécitos (COCs)
foram aspirados e submetidos a pré-MIV durante 9 horas e, na sequéncia, passaram por
diferentes protocolos de MIV: (1) MIV induzida apenas com FSH (grupo FSH), (2) MIV
induzida com o SF (grupo SF) e (3) MIV com o SF sequencial (grupo SFseq). Os COCs
alocados no grupo SFseq foram primeiramente submetidos a 6h de cultivo em meio idéntico ao
SF, exceto pela exclusdo de AREG, e posteriormente, cultivados por mais 16h em meio SF
completo. Apos a maturacdo, os COCs foram avaliados quanto a expansdo do cumulus e
posteriormente submetidos a fertilizagdo in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV). No terceiro dia
do cultivo, a clivagem embrionaria foi analisada e ao final de 7 dias de cultivo, a taxa de
producdo de blastocistos, seu grau de desenvolvimento e numero de células foram avaliados.
Os dados foram comparados por ANOVA ou Kruskal-Wallis e as diferencas foram
consideradas significativas quando P < 0,05. Os tratamentos SF e o SFseq promoveram maior
porcentagem de COCs completamente expandidos ao final da MIV em relacéo ao grupo FSH,
mas ndo diferiram entre si. O SFseq resultou em taxas de desenvolvimento (total e de
blastocistos expandidos e eclodidos) numericamente, mas néo significativamente, superiores
em relacdo aos grupos FSH e SF. O tratamento SFseq produziu embrides com maior nimero
de células em relacdo ao tratamento SF, mas ndo diferiu estatisticamente do grupo FSH quanto
a esse parametro. Os dados sugerem que a estratégia sequencial pode melhorar a eficacia do
SF, embora isso deve ser confirmado durante a continuidade dos estudos com maior nimero de
réplicas experimentais e o ajuste das concentracdes de FSH e AREG nas etapas do tratamento
sequencial.

Palavras-chave: maturacdo in vitro, cultivo sequencial, pré-MIV, PIVE



1. INTRODUCAO

As técnicas de reproducdo assistida (TRA) envolvem todas as intervencgdes in vitro
relacionadas as manipulagfes de espermatozoides, oocitos e embrides (De Geyter, 2019).
Dentre elas, a fertilizacdo in vitro (FIV) é a mais conhecida, a qual é amplamente utilizada em
clinicas de reproducdo humana. Nestas clinicas, um protocolo completo de FIV envolve a
estimulacdo dos ovérios por meio de gonadotrofinas, agonistas e/ou antagonistas de GnRH, de
modo a estimular o desenvolvimento folicular e impedir a ovulagdo antecipada (von Wolff,
2019), seguida de coleta dos odcitos, fecundacdo com espermatozoides selecionados e
preparados previamente, cultivo embrionario e transferéncia do embrido para o Gtero ou
criopreservacdo. Nessa técnica, a fecundacdo pode ocorrer naturalmente, quando ambos 0s
gametas séo cultivados em condic¢des adequadas, sendo conhecida como FIV classica, ou pode
ser realizada por meio da injecéo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) diretamente no
interior do oocito. Apds essa etapa, 0s zigotos resultantes sdo cultivados em incubadoras e esse
cultivo in vitro (CIV) é realizado normalmente por 5 ou 6 dias (D5 ou D6), até que o embrido
alcance o estdgio de blastocisto, no qual apresenta potencial para continuar seu
desenvolvimento. Assim, o embrido € avaliado quanto a viabilidade e normalidade
cromossdmica (Neblett et al., 2021), e, em seguida, podera ser transferido para o Utero materno
ou, em outros casos, ser congelado para uso futuro.

Outra TRA é a maturacéo in vitro (MIV), em que 0s odcitos sao retirados do ovario para
serem maturados em laboratdrio. Essa técnica tem sido analisada como uma nova possibilidade
de tratamento para mulheres com sindrome do ovario policistico, com resisténcia ao estimulo
de FSH, ou para preservar a fertilidade de mulheres que fazem tratamento de cancer (Gilchrist
et al., 2016; Lonergan and Fair, 2016; Buratini et al., 2021b).

Na maturacdo in vivo, ocorrem eventos fisiolégicos que precedem a fertilizacdo e o
desenvolvimento embrionario, como a maturacdo citoplasmatica e a retomada meidtica do
odcito (Mattioli et al, 2001). Nesse periodo, as organelas sdo redistribuidas no citoplasma e o
nacleo, que estava bloqueado na fase profase | (estagio conhecido como vesicula germinativa
em protocolos animais) desde a vida fetal, progride até metafase 1l por meio de sinalizacGes
pré-ovulatdrias, para entdo concluir a meiose apés a fecundagdo (Lonergan and Fair, 2016).

A MIV envolve a coleta de complexos cumulus-o6cito (COCs) em estados imaturos de
vesicula germinativa (VG) provenientes de ovarios minimamente ou ndo estimulados, para
passarem pelo processo de maturacdo in vitro e posterior fecundacdo in vitro. Essa

biotecnologia j& tem sido utilizada em animais, sendo extensivamente aplicada na produgéo de



espécies da pecuéria, como suinos (Herrick et al., 2006; Mao et al., 2012; Okamoto et al., 2018;
Martinez et al., 2022), equinos (Leemans et al., 2016; Morris, 2018; Lodde et al., 2019) e,
principalmente, em bovinos (Lonergan and Fair, 2016; Barros et al., 2019; Franchi et al., 2019;
Zhang et al., 2020; Pioltine et al., 2021; Dellaqua et al., 2023a; Janini et al., 2023). Por isso,
estudos tém sido realizados em busca de melhorias, tanto para o processo em si da maturacao
oocitéria, quanto para a subsequente formacdo de embrides qualificados para implantacao,
processos estes que envolvem, por exemplo, as técnicas de coleta dos o6citos, um meio de
cultivo adequado e uma fecundagdo com menor estresse oxidativo. Sendo assim, a MIV é uma
etapa essencial na otimizacdo da producdo in vitro de embrides (PIVE) de diversas espécies
(Botigelli et al., 2018; Pioltine et al., 2021; Dellaqua et al., 2023b).

Entretanto, a qualidade oocitaria ainda € um fator limitante para a FIV, pois 0s o0citos
maturados in vitro apresentam menor competéncia para serem fecundados que aqueles
maturados in vivo (Rizos et al., 2002). Isto pode ser explicado pela remocéo antecipada do COC
de seu ambiente folicular, o que pode provocar a retomada espontanea da meiose devido a
auséncia de sinalizacGes inibidoras que estdo presentes no fluido folicular (Gilchrist, 2011),
resultando na precipitacdo da maturacdo nuclear e descompasso com a maturacao
citoplasmatica (Gilchrist, 2011).

Nesse sentido, busca-se por meios de cultivo que tenham maior semelhanca com o
ambiente fisiologico, de forma que os componentes sinalizem 0s processos celulares no
momento ideal, 0 que resultaria em uma melhor sincronia entre 0s processos da cascata de
maturacao oocitaria. In vivo, esse processo é induzido pelo pico de horménio luteinizante (LH)
que estimula a ovulacédo e a luteinizacdo dos foliculos pré-ovulatérios (Richards et al., 1998),
promove a expansdo das células do cumulus (CCs), a maturacdo oocitaria e a ruptura folicular
(Richards et al., 2002; Noma et al., 2011). O pico de LH induz a expressdo de fatores de
crescimento epidermais (“EGF-like factors”) nas células da granulosa, dentre os quais
destacam-se a ampirregulina (AREG), epirregulina (EREG), betacelulina (BTC) (Conti et al.,
2012; Shimada et al., 2016). A familia dos EGFs é composta pelo EGF e 0os EGF-likes, proteinas
que por meio de ligacbes a receptores especificos na superficie celular sdo capazes de ativar
vias de sinalizacdo e promover o crescimento e a divisdo celular (Harris et al., 2003). Nos
mamiferos, o pico de LH estimula a expressdo dos EGF-likes por meio de receptores que se
encontram nas células da granulosa (GC) (Lawrence et al., 1980; Russell and Robker, 2007),
mas ndo estimula diretamente as CC, pois estas ndo possuem receptores para o LH, e, por isso,
dependem de indutores para produzirem esses peptideos (Richani et al., 2013). Uma vez que 0s

EGF-likes sdo sintetizados, eles ativam seus receptores (EGFR) nas CCs e, por meio da via



MAPK/ERK, estimulam a retomada da meiose, a maturacdo do odcito e a expressao de genes
promotores da expansdo do cumulus (Freimann et al., 2004). Em especial, a neurorregulina 1
(NRG1), um tipo de EGF-like, atua na modulacéo de vias de sinalizagéo induzidas pelos EGFR
presentes nas CCs, principalmente AREG, 0 que promove ajustes temporais da retomada
meidtica (Noma et al., 2011; Kawashima et al., 2014; Shimada et al., 2016).

Nos protocolos atuais de MIV em bovinos, utiliza-se 0 horménio foliculo estimulante
(FSH), o qual age como indutor da maturacdo oocitaria in vitro por aumentar a expressao de
EGFs, como a AREG, diretamente nas CCs (Freimann et al., 2004; Park et al., 2004; Caixeta
et al., 2013), as quais apresentam seus receptores especificos (FSHR). A AREG desencadeia a
quebra da vesicula germinativa e retomada da meiose e seu uso inadequado pode gerar
descompasso entre a maturagdo nuclear e a maturagdo citoplasmatica do oocito (Gilchrist,
2011).

A associacdo de agentes fisiologicos durante a M1V pode resultar em melhor competéncia
oocitaria e desenvolvimento embrionario. Pesquisas recentes revelaram que a NRG1 e a AREG
atuam juntamente durante a MIV de COCs de camundongos (Noma et al., 2011; Kawashima
et al., 2014). Esses estudos demonstraram que a combinacédo desses fatores regula de maneira
mais efetiva as alteracGes necessarias para a retomada da meiose (Shimada et al., 2016).
Resultados semelhantes foram observados em o6citos bovinos, nos quais a adicdo da NRG1 no
meio de maturacdo resultou em embrides de melhor qualidade (Dellaqua et al., 2023b). Além
disso, este estudo mostrou que o uso de NRG1 durante a MIV induzida com AREG modulou a
expressdo dos genes relacionados a maturacdo oocitaria, uma vez que a NRG1 diminuiu a
expressdo de EGFR, gene fortemente relacionado com a retomada da meiose (Abbassi et al.,
2021) e aumentou a expressdo de NPR2, responsavel pela producdo de cGPM que, apos ser
transportado das CCs para 0 o0cito, mantém a parada meiética (Wang (Wang et al., 2013).

Em colaboracdo com o Laboratorio de Biologia Reprodutiva e do Desenvolvimento da
Universidade de Mildo, na Italia, desenvolvemos anteriormente um sistema de cultivo MIV em
duas fases, chamado de Sistema Folicular (SF; Soares et al., 2017). O SF foi projetado para
fornecer um ambiente que replica as condi¢es encontradas nos foliculos pré-ovulatorios. Na
primeira fase, denominada pré-MIV, o COC é exposto a um ambiente contendo peptideo
natriurético do tipo C (NPPC), o qual atua na manutencdo da parada meidtica em VG ao
aumentar a producdo de GMPc nas CCs (Zhang et al., 2010; Zhang et al., 2011; Franciosi et
al., 2014). Essa etapa tem como objetivo permitir que ocorram as alteragcbes necessarias no
citoplasma do odcito antes da maturagdo final, o que inclui o retardo da retomada meidtica e o

prolongamento da comunicacdo entre cumulus e odcito, de modo que resulte em melhor



sincronia na maturacdo nuclear, citoplasmatica e molecular do o6cito, gerando melhores
resultados na PIVE (Gilchrist et al., 2016). Na segunda fase, chamada de fase MIV, ocorre a
ativacdo da cascata de maturacdo nas CCs por meio da adi¢do de agentes fisiolégicos, como
AREG, IGF-1, baixa concentracdo de FSH e horménios esteroides (Soares et al., 2017).

A abordagem de duas fases no cultivo in vitro busca replicar de forma mais precisa as
condicdes fisiologicas da maturagdo do COC, visando melhorar a qualidade e a eficiéncia do
processo. Com o intuito de simular ainda mais 0s eventos que ocorrem in vivo durante a
maturacdo oocitéria, dividimos a fase MIV do SF em duas etapas, nomeada SF sequencial, a
fim de induzir a ativacdo da cascata de maturacdo de forma sequencial, mimetizando o sistema
in vivo. Nesse processo, 0 00cito é exposto a um meio de cultivo com baixas dosagens de FSH
na fase inicial da MIV e, em seguida, a associacdo AREG-NRGL ¢ utilizada para completar o
processo de maturacao.

Dessa forma, este projeto teve o intuito de avaliar o impacto do cultivo pré-MIV associado
a inducdo sequencial da maturagdo oocitaria, na tentativa de melhorar a competéncia do odcito

para a producdo embrionaria in vitro.

2. OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi investigar os efeitos da inclusdo da inducdo sequencial no
sistema folicular (SF) para a maturacdo in vitro de odcitos bovinos sobre a qualidade da
maturacdo aferida pela expansdo do cumulus, bem como sobre a producdo e qualidade

embrionaria apés a FIV.

3. HIPOTESE

A incluséo da inducdo sequencial no sistema folicular (SF) para a maturacao in vitro de
odcitos bovinos melhora a expanséo do cumulus apds a MIV, bem como a producéo e qualidade

embrionaria apds a FIV.

4. METODOLOGIA
4.1 Delineamento experimental

Os efeitos da MIV sequencial foram testados em grupos de 20-25 COCs submetidos a

trés diferentes tratamentos apds uma fase de pré-MIV comum a todos os grupos: (1) MIV



induzida apenas com FSH (grupo FSH), (2) MIV induzida com o SF (grupo SF) e (3) MIV com
o SF sequencial (grupo SFseq).

Os COCs foram pré-maturados in vitro durante 9 horas e posteriormente submetidos a
MIV. Apds 24 horas de M1V, os COCs foram submetidos a FIV e ao cultivo in vitro (CIV). Ao
final de 7 dias de cultivo, a taxa de producdo embrionéria foi avaliada e foi realizada a coloragéo
com Hoechst para a contagem de células embriondrias totais. Foram realizadas 5 réplicas
independentes totalizando 118, 125 e 110 COCs nos grupos FSH, SF e SFseq, respectivamente.

O delineamento experimental € ilustrado na figura 1.

FSH Pré.MIV com NPPC Miveis suprafisiologicos de FSH
Tratamentos SF +
Pré-MIV com NPPC AREG + NRG1
SFseq - t +
Pré&.-MIV com NPPC  niveis fisioldgicos AREG + NRG1
de FSH
L & & i
-Sh oh 6h 24h

Fig. 1. Representacéo esquematica do sistema de maturagdo proposto com os principais indutores. A pré-MIV
foi realizada com NPPC. Ja a MIV foi realizada com os tratamentos FSH (convencional), SF (MIV do Sistema

Folicular), SFseq (MIV sequencial). Ao final da maturacdo, os COCs foram submetidos a FIV e CIV.

4.2 Obtencéo dos complexos cumulus-o6citos (COCs) post mortem

Os COCs foram coletados de ovérios bovinos obtidos de abatedouro local. Os ovérios
foram conduzidos ao laboratério imersos em solucdo salina (0,9% NaCl) aquecida a 37°C e
utilizados imediatamente. Apds higienizacdo dos mesmos, a aspiracdo do fluido folicular dos
foliculos com diametro de 2 a 8 mm foi realizada com o uso de seringa de 10 mL e agulha 19G.
O fluido folicular obtido foi depositado em tubos de 15mL e estes foram mantidos em banho
maria a 37°C até a formacdo de um pellet. Apds sedimentacdo no liquido folicular, os COCs
foram recuperados e classificados como: grau I, Il ou Il de acordo com suas caracteristicas
celulares (Khurana and Niemann, 2000). Somente COCs com citoplasma homogéneo e

multiplas camadas de CCs compactas foram utilizados (grau | e I1).



4.3 Pré-maturacdo oocitéria in vitro

Apos a lavagem em meio TCM199 com HEPES contendo BSA (4 mg/mL) e amicacina
(75 pg/mL), os COCs foram agrupados e transferidos para a placa de pré-maturacdo. As placas
de 4 pogos (NUNC®) foram previamente preparadas com 400 uL de meio composto por TCM
199 com bicarbonato suplementado com piruvato (22 pL/mL), amicacina (75 pg/mL) e
albumina sérica bovina (BSA, 4 mg/mL); acrescido de NPPC (100 nM), estradiol (500 ng/mL),
progesterona (50 ng/mL), r-hFSH (0,0001 Ul/mL) e IGF-1 (10 ng/mL). Apoés a transferéncia
dos COCs, as placas foram colocadas em incubadora a temperatura de 38,5°C e umidade

saturada do ar com 5,5% de CO..

4.4 Maturagdo oocitéria in vitro

Ao final de 9h da pré-MIV, os COCs foram transferidos para as placas de MIV conforme
0s grupos descritos acima. O meio de maturacdo base para todos os experimentos foi composto
por TCM 199 com bicarbonato suplementado com piruvato (22 pL/mL), amicacina (75 pug/mL)
e albumina sérica bovina (BSA, 4 mg/mL), acrescido de r-hFSH (0,1 Ul/mL) para o grupo FSH,
ou acrescido de r-hFSH (0,01 UI/mL), AREG (100 ng/mL), IGF-1 (10 ng/mL), 17B-oestradiol
(50 ng/mL), progesterona (150 ng/mL) e NRG1 (1 ng/mL) para os grupos SF ¢ a segunda etapa
do tratamento SFseq. A primeira etapa do tratamento SFseq foi realizada durante 6 primeiras
horas com meio idéntico ao anterior, exceto pela auséncia de AREG e posteriormente,
cultivados por mais 16h em meio SF completo. Apds a transferéncia dos COCs, as placas foram
colocadas em incubadora a temperatura de 38,5°C e umidade saturada do ar com 5,5% de COs..
Os COCs alocados nos grupos FSH e SF foram maturados por 24h continuas, enquanto aqueles

alocados no grupo SFseq tiveram as devidas trocas de meio de cultura.

Ao término da MIV, os COCs foram classificados quanto a expansdo das CCs na ordem
crescente de expansdo em grau I, Il e 11, os quais avaliam a compactacdo e quantidade de

camadas das CCs (Machado et al., 2015). Posteriormente, 0s COCs foram submetidos a FIV.

4.5 Fecundacao in vitro (FIV) e Cultivo in vitro (CI1V)

Para realizar a FIV foi utilizado protocolo baseado em Dellaqua et al. (2023b). Os

espermatozoides criopreservados foram separados em 45% - 90% de gradiente de Select



Sperm® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil), contados e adicionados nos diferentes pogos na
concentracdo final de 2x10° espermatozoides/mL. Os COCs e os espermatozoides foram
incubados em meio FIV® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) durante 18h a 38.5°C em 5,5%
de CO2 em ar umidificado. Apos este periodo, os provaveis zigotos foram lavados e as CCs
removidas por agitacdo em vortex. Posteriormente, os zigotos foram transferidos para o meio
de cultivo embrionario CIV® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) enriquecido com 2,5% de
SFB. O cultivo foi realizado em incubadora com mistura gasosa de 5% de Oz, 5% de CO; e
90% de N2 a 38.5°C em ar umidificado. No terceiro dia de cultivo (D3) observou-se a taxa de
clivagem dos embribes formados sob microscopio estereoscopico. Ao final do periodo de sete
dias completos, no dia 8 de cultivo (D8), a taxa de blastocistos foi avaliada em microscopio
estereoscopico e os embrides foram classificados em ndo expandidos, expandidos e eclodidos
(Jakobsen et al., 2006). Posteriormente, os embrides foram fixados em metanol 60%, montados
entre ldmina e laminula com glicerol e Hoechst 33342, e os nucleos celulares foram contados

sob um microscopio de fluorescéncia apos coloracao.

4.6 Analise estatistica

Os efeitos dos tratamentos sobre 0s parametros descritos acima foram analisados por meio
do software JMP (SAS Institute). Os dados foram transformados em arco-seno e logaritmo,
quando necessario, e avaliados quanto a normalidade (Shapiro Wilk). Caso a distribui¢do dos
dados fosse normal ou ndo-normal, os efeitos foram testados por ANOVA ou Kruskal-Wallis,
e as médias foram comparadas por Tukey ou Mann-Whitney, respectivamente. Os resultados
estdo apresentados por média + erro padrdo da média (EPM) e as diferencas foram consideradas

significativas quando p < 0,05.

5. RESULTADOS

Ao observar a expansdo das CCs, notamos que os tratamentos SF e SFseq tiveram maiores
quantidades de COCs que atingiram a maxima expansdo (grau 3) comparados ao grupo FSH,

entretanto, ambos ndo diferiram entre si (Fig 2a).

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos quanto a clivagem embrionéria

(Fig. 2b), assim como nas taxas de blastocistos (Fig 2c¢) e de embrides expandidos e eclodidos



(Fig 2d,e), embora o SFseq tenha proporcionado taxas de producdo embrionaria numericamente

superiores aos demais grupos.

A respeito da contagem do numero total de células embrionarias, observamos que o
tratamento SFseq produziu embrides com maior numero de células em relagdo ao tratamento

SF, mas n&o diferiu estatisticamente do grupo FSH quanto a esse parametro (Fig. 2f).
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Figura 2. Efeitos da pré-MIV seguida de MIV sequencial sobre a PIVE. a) Porcentagem dos COCs que atingiram
o grau 1l de expanséao ap6s o periodo de 24h de MIV. b) Porcentagem de embrides clivados no D3 apds a CIV.
c) Porcentagem de embribes que atingiram o estagio de blastocisto no D8 em rela¢do ao numero total de odcitos
cultivados. d) Porcentagem de blastocistos expandidos ou eclodidos no D8 em relacdo ao total de odcitos

cultivados e em relacdo ao total de blastocistos (). f) NUmero total de células embrionarias no D8.



6. DISCUSSAO

A maturacdo in vitro realizada em duas etapas, prée-MIV e M1V, ja foi testada em outros
estudos em bovinos com o intuito de prolongar a parada meidtica e aumentar o tempo de
comunicacdo entre cumulus e odcito, favorecendo a sincronia da maturagdo nuclear e
citoplasmatica, e, consequentemente a maturacdo oocitaria e a producdo embrionaria apos a
FIV (Gilchrist et al., 2016; Buratini et al., 2021a). Estudos anteriores do nosso grupo de
pesquisa investigaram a MIV em duas etapas, levando a proposicdo de uma estratégia
denominada Sistema Folicular (SF, Soares et al., 2017). O presente estudo teve como foco o
aperfeicoamento da segunda fase do Sistema Folicular em que a cascata de maturagéo deve ser
induzida. Para tanto, testamos a incluséo da indugéo sequencial com FSH e AREG na fase MIV
do SF.

Em relacdo a taxa de expansédo das CCs (Fig 2a), os tratamentos SF e SFseq nao diferiram
entre si, mas proporcionaram taxas maiores de COCs expandidos em relagdo ao FSH. Um
estudo prévio em odcitos de camundongos mostrou que o uso de AREG e NRG1 durante a MIV
melhora a ativacdo de genes indutores da expansdo do cumulus (Noma et al., 2011). A ativacéo
da cascata de maturacdo ocasionada pela sinalizacdo EGFR permite a expressdo de genes
relacionados com a expanséo das CCs, principalmente de prostaglandina sintase 2 (PTGS2 ou
COX2), hialurona sintase 2 (HAS2), fator de necrose tumoral 6 (TNFAIP6 ou TSG6) e
pentraxina 3 (PTX3, Shimada et al., 2006; Assidi et al., 2010; Prochazka et al., 2012). As
proteinas traduzidas por estes genes interagem no meio extracelular para que ocorra formacéo
da matriz extracelular das CCs e a consequente expansdo do cumulus. Os EGF-likes, como
AREG e NRG1, atuam nas vias ativadas por EGFR e agem diretamente na dindmica meiotica
e expansdo do cumulus (Park et al., 2004). Assim, a associacdo AREG-NRG1 durante a MIV
neste estudo, de maneira direta (grupo SF) ou sequencial (grupo SFseq), pode ter proporcionado
melhor ativacdo das vias relacionadas, resultando em taxas maiores de COCs expandidos. Além
disso, estudos anteriores sugerem que a expansdo do cumulus esta diretamente relacionada ao
sucesso do desenvolvimento embrionario (Chen et al., 1993; Gutnisky et al, 2007).

Ao avaliarmos a clivagem embrionaria, analisada no D3 da CIV, ndo observamos
diferencas entre os tratamentos. Esta auséncia de diferenca pode refletir que os tratamentos
apresentam desempenhos semelhantes quanto a capacidade de promover o desenvolvimento
embrionario até a clivagem. Em relagdo a producdo de blastocistos, o tratamento SFseq ndo

promoveu taxas significativamente superiores, entretanto, a presenca de superioridade



numeérica, associada ao nimero de réplicas experimentais possivelmente insuficiente, estimula
a continuidade do estudo.

Por outro lado, a inclusdo da inducdo sequencial aumentou a qualidade embrionéria
aferida pelo nimero de células embrionarias em relacdo ao grupo SF (Fig. 2f). Este resultado
indica que a consideragdo deste principio fisioldgico é valida para a melhoria da MIV/PIV. E
importante destacar que a quantidade de células na massa celular interna é um fator
determinante na qualidade do embrido e isso ja vem sendo comprovado em diversos estudos
(Farin et al., 1997; Farin et al., 2001; Farin et al., 2007). Jakobsen et al. (2006) constatou que
os blastocistos com maior quantidade de células embrionarias foram considerados
morfologicamente normais e de boa qualidade, além de se desenvolverem mais rapido que
aqueles morfologicamente inferiores, o que mostra a relevancia desse parametro para a analise
dos embrides resultantes. Além disso, o nimero de células pode refletir na habilidade do
embrido em progredir no desenvolvimento (Kong et al., 2016). Na reproducdo humana, por
exemplo, a analise da quantidade celular auxilia na selegdo de embrides e contribui em maiores
taxas de implantacdo e nascimento (Kong et al., 2016). Por outro lado, baixas taxas de
implantacdo pos-FIV foram relacionadas a selecdo de embrides com proliferacdo anormal
durante o cultivo (Hlinka et al., 2012; Keefe, 2020; Popovic et al., 2020; Shahbazi et al., 2020),
ressaltando a importancia do acompanhamento durante toda a progressao celular nos estagios
iniciais do desenvolvimento embrionario.

Assim, esses resultados estimulam a continuidade dos nossos estudos testando doses de
FSH na primeira etapa do cultivo sequencial que eventualmente reflitam mais precisamente as
concentracgdes intra-foliculares durante o pico de LH/FSH que antecede a ovulacéo, pois esses
valores ndo sdo precisamente conhecidos na espécie/racas bovinas. Por fim, é importante relatar
que o cultivo sequencial emerge das referéncias da fisiologia ovariana e de planejamento de
modo a determinar o momento ideal para a transi¢do entre as etapas de maturacéo, identificando
variaveis que podem impactar sobre a eficacia dos meios de cultura. Ao observar os efeitos do
meio SF sequencial de modo geral, percebe-se tal importancia para a obtencdo de resultados

positivos na producdo in vitro de embrides.

7. CONCLUSAO

A inducdo sequencial da cascata de maturagdo com FSH e AREG parece beneficiar a
competéncia oocitaria durante a MIV, embora a continuidade dos estudos com aumento da

replicacdo experimental e ajustes da dose de FSH ainda seja necesséria.
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