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RESUMO

A maturagdo oocitaria in vitro (MIV) representa uma técnica importante no campo da
reproducdo assistida, e ha grande interesse em melhorar sua eficiéncia em animais ¢ humanos.
Assim, fatores intrafoliculares estdo sendo explorados como potenciais aditivos para o sistema
in vitro. Objetivou-se avaliar os efeitos da neurorregulina 1 (NRG1), um EGF-like que
modula vias induzidas pelo receptor de EGF durante a maturag@o oocitaria de odcitos bovinos
submetidos @ MIV induzida com ampirregulina/AREG (meio mais fisiologico - SF) ou FSH
(meio convencional). Os complexos cumulus-o6citos (COCs) foram aspirados de ovarios
provenientes de abatedouro e submetidos a MIV com os respectivos tratamentos: FSH,
FSH+N (1 ng/mL de NRG1), SF e SF+N, para avaliagdio de sua influéncia sobre dois
parametros: a progressdo meidtica e a producdo embrionaria. Para o experimento 1, a
maturacdo foi avaliada durante 6 ¢ 22 horas. Todos os oocitos foram desnudos, corados ¢
avaliados quanto a conformagdo do material genético. No experimento 2, a maturagdo foi
realizada por 24 horas, em seguida, os COCs foram submetidos a fertilizagdo in vitro (FIV) e
cultivo in vitro (CIV). Ao final de 7 dias de cultivo, a taxa e a classificagdo de embrides foram
avaliadas e a contagem de células embriondrias totais foi realizada. Os dados obtidos de 5
réplicas bioldgicas foram transformados em arco-seno, comparados com teste T de Student e
as diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,05. Quanto a progressdo
meiodtica, a adigdo de NRGI atrasou a retomada da meiose nos dois cenarios avaliados: MIV
induzida com AREG e¢ a induzida com FSH, uma vez que porcentagem de oocitos em quebra
da vesicula germinativa (GVBD) diminuiu ap6s 6 horas de cultivo. Além disso, a NRG1 ndo
alterou a dinamica meiotica apds 22 horas de MIV em ambos os cenarios e ndo modificou as
taxas de expansao do cumulus. Quanto a producdo embrionaria, a adi¢do de NRGI ndo
alterou a porcentagem de clivagem dos zigotos em ambos os meios € ndo foi observada uma
diferenca na taxa de blastocistos ou uma alteragdo na qualidade dos embrides produzidos.
Conclui-se que o presente estudo fornece evidéncias de que a NRG1 estd envolvida nos
mecanismos que coordenam a retomada meidtica em o0citos bovinos, apresentando um
grande potencial para melhorar da eficiéncia dos protocolos convencionais e/ou fisiologicos
de MIV. Entretanto, mais investiga¢des acerca de sua atuacdo durante a produgdo in vitro de
embrides (PIVE) sdo necessdrias para confirmar seu potencial na qualidade e

desenvolvimento embrionério.

Palavras-chave: NRG1, maturacdo in vitro, PIVE, FSH, ampirregulina
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1. INTRODUCAO

No Brasil, 45.952 ciclos de fertilizacdo in vitro foram realizados em 2021, com
114.372 embrides congelados e cerca de 36 mil gestacdes clinicas obtidas através de técnicas
de reproducdo assistida entre 2020 e 2021 (14° Relatorio do Sistema Nacional de Producao de
Embrides — SisEmbrio). O SisEmbrio foi criado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) com o objetivo de reunir e divulgar informagdes sobre a producdo e
qualidade dos Centros de Reproducdo Humana Assistida, mostrando o aumento progressivo
das técnicas de reproducdo em territorio nacional e seu decorrente impacto nas taxas de

natalidade.

E notavel que desde o nascimento de Louisa Brown em 1978, a primeira fertilizagdo in
vitro de sucesso, as técnicas de reproducdo assistida se tornaram progressivamente uma parte
integral da medicina moderna; e seu impacto global na sociedade e na demografia ¢ evidente,
com um avango tecnolégico impressionantemente rapido (Chronopoulou and Harper, 2014;
De Geyter, 2019). As tecnologias de reproducdo assistida (do ingl€s Assisted Reproductive
Technologies - ART) englobam todas as intervengdes in vitro relacionadas a manipulacdo de
oocitos, espermatozoides e embrides com o proposito de reprodugdo (De Geyter, 2019). Entre
essas intervengdes, temos a fertilizagdo in vitro classica (FIV), convencionalmente executada
em clinicas humanas a partir de estimulagdo ovariana por gonadotrofinas, agonistas e/ou
antagonistas de GnRH, de modo a evitar uma ovulagdo antecipada e gerar uma grande
quantidade de foliculos ovarianos (von Wolff, 2019), os quais serdo puncionados para
aspiragdo dos gametas, selecionados e posteriormente unidos em placa para FIV no
laboratdrio. Os embrides gerados sdo transferidos para a paciente em estagios de blastocisto
cultivados normalmente por 5 ou 6 dias (D5 ou D6), onde assim ja apresentam potencial de
continuar se desenvolvendo, boa viabilidade e normalidade cromossomica (Neblett et al,

2021).

Outra técnica de reprodugdo assistida notavel ¢ a maturagdo oocitaria in vitro (MIV).
A maturagdo oocitaria in vivo abrange os eventos fisiologicos que antecedem e ddo base para
uma fertilizacdo e desenvolvimento embrionario de sucesso, acompanhando a progressdo
citoplasmatica bem como a retomada meidtica do odcito. Nesse periodo, diversas organelas,
principalmente os granulos corticais, sdo redistribuidos no citoplasma em preparagdo para
fertilizagdo; e no nucleo, o 06cito antes estagnado desde a vida fetal em profase I (chamado de

estado de vesicula germinativa em protocolos animais) passa a metafase Il por sinaliza¢des



pré-ovulatérias, onde tal processo sera concluido somente apds a penetragdo do
espermatozoide (Lonergan and Fair, 2016). Nesse sentido, a técnica laboratorial de MIV
consiste na coleta de complexos cumulus-oocito (do inglés cumulus-oocyte complexes -
COCs) em seus estados imaturos de vesicula germinativa provenientes de ovarios nio
estimulados ou minimamente estimulados, para posteriormente passarem por um processo de
maturagdo in vitro ¢ subsequente fertilizagdo. Sua aplicagdo mais comum se da na producéo
global de espécies da pecudria, como em suinos, ovinos, caprinos € amplamente em bovinos,

tanto em rebanhos leiteiros como de corte (Gilchrist et al., 2016).

Em humanos, a MIV ainda ¢ mais limitada do que na pecudria por apresentar uma
menor eficadcia de geracdo de gravidez do que outras técnicas convencionais, em grande
decorréncia pela utilizagdo de meios incompativeis com a fisiologia ovariana, e ndo por
razdes relacionadas a seguranga do procedimento ou pelas tecnologias envolvidas (Gilchrist et
al., 2016; Buratini et. al., 2021). Porém, ainda assim, a técnica se mostra interessante para
alguns casos patologicos, como a preservagdo de fertilidade de mulheres que passam por
tratamentos de cancer ¢ para mulheres com sindrome do ovario policistico, as quais podem
desenvolver sindrome do ovario superestimulado a partir dos tratamentos convencionais de
FIV (Gilchrist ef al., 2016; Lonergan and Fair, 2016; Buratini et. al, 2021). No geral, o
proposito da MIV ¢ que o odcito cultivado adquira capacidade e qualidade intrinseca para se
desenvolver até a ativacdo do genoma embriondrio apds a fertilizagdo, sendo uma etapa
fundamental na otimizagdo da produgdo in vitro de embrides (PIVE) de muitas espécies

(Pioltine et al., 2021).

De fato, a qualidade oocitaria se mostra um fator limitante para a fertilizagdo in vitro.
Por mais que as técnicas de MIV seguramente representem uma etapa importante na produgao
de embrides pré-FIV, apos a remog¢do dos COCs do ambiente folicular inicia-se uma retomada
espontanea da meiose, o que eventualmente pode comprometer a qualidade oocitaria, ja que a
precipitagdo de sua maturacdo nuclear pode causar uma assincronia entre o nucleo e o
citoplasma do gameta, sendo assim prejudicial para sua competéncia final (Gilchrist, 2011).
Dessa forma, reforga-se a utilizagdo de um meio de cultivo mais fisiologico do que os meios
convencionais, contendo agentes que sustentem a sinalizagdo de maturagdo in vifro ¢ a
sincronia entre 0s processos dentro da cascata ovulatoria. In vivo, o pico de hormonio
luteinizante (LH) estimula a ovulacdo e a luteinizagdo dos foliculos pré-ovulatorios (Richards
et al., 1998), promovendo a expansdo das células do cumulus (CCs), maturagdo oocitaria e

ruptura folicular (Richards ef al., 2002; Noma et al., 2011). A resposta direta ao pico de LH ¢
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predominante nas células da granulosa (GCs) devido a presenca de maiores niveis de

receptores nestas estruturas (Lawrence et al., 1980; Russell and Robker, 2007);

Atualmente, os protocolos de MIV vigentes em animais sdo baseados no uso do
hormonio foliculo estimulante (FSH) como indutor da maturag@o oocitdria in vitro a partir do
aumento da expressdo e produgdo de fatores de crescimento epidermais (EGFs) diretamente
nas CCs (Freimann et al., 2004; Park et al., 2004; Caixeta et al., 2013). A familia dos EGFs ¢
composta pelo EGF e os EGF-like, que séo classificados em sete tipos de peptideos: fator de
crescimento transformador o (TGF-a), fator de crescimento semelhante ao EGF de ligagdo a
heparina (HB-EGF), mitogeno epitelial (EPIGEN), ampirregulina (AREG), epirregulina
(EREQG) e betacelulina (BTC) e as neuregulinas de 1 a 4 (NRG 1-4), todos com propriedades
estruturais e funcionais muito semelhantes (Harris et al., 2003; Schneider and Wolf, 2009;
Richani and Gilchrist, 2017). Em mamiferos, o LH age estimulando a expressdo dos peptideos
EGF-like através de receptores presentes nas células da granulosa, entretanto, ndo estimula
diretamente as células do cumulus, ja que estas ndo possuem receptores para tal hormoénio e,

portanto, dependem de indutores para producdo dos peptideos (Richani et al., 2013).

Estudos anteriores identificaram os peptideos AREG, EREG e BTC como mediadores
parécrinos do sinal de LH no foliculo pré-ovulatério, estimulando a expansdo das CCs e a
retomada da meiose (Park et al., 2004; Ashkenazi et al., 2005; Conti et al., 2006). Todos estes
peptideos se ligam com diferentes especificidades e ativam quatro receptores da familia dos
receptores de EGF (EGFR), também conhecidos como ErbB ou HER (Conti et al., 2006). A
ligacdo dos EGF e EGF-like aos seus receptores ativa tirosinas quinases, causando a
fosforilagdo dos EGFRs, o que promove a ativagdo de vias de sinalizagdo subsequentes e
diferentes respostas, como regulagdo da expressdo génica, proliferagdo celular e ativagdo da
MAPK e ERKs (Carpenter and Cohen, 1990; Harris et al., 2003; Conti et al., 2006; Zeng and
Harris, 2014), vias presentes na cascata ovulatoria (Gilchrist et al., 2008). Richani et al.
(2013) mostraram que peptideos EGF-like sao componentes importantes a serem adotados em
sistemas de MIV por estimularem o desenvolvimento embrionario melhor do que os
componentes usuais FSH ou EGF, uma vez que, durante o cultivo, estes ultimos ndo mantém

os niveis de ativagdo de EGFR vistos in vivo (Richani et al., 2013).

Como citado, as neurorregulinas constituem uma familia grande de moléculas
sinalizadoras EGF-like envolvidas na comunica¢do entre células, possuindo 4 membros:

NRGI, NRGI, NRG3 e NRG4, sendo a NRGI a mais investigada (Britsch, 2007). A
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neurorregulina 1 (NRG1) ¢ alvo de estudo em diferentes areas da ciéncia, relacionada com
doencas cardiovasculares, maldria e cancer, por apresentar diferentes isoformas que diferem
na expressdo especifica nos tecidos e atividade biologica, contribuindo para uma diversidade
de fungdes in vivo (Britsch, 2007; Banerjee et al., 2022). Nesse sentido, ela também ¢
expressa e secretada pelas GCs em foliculos pré-ovulatorios, onde age de forma a modular a
velocidade da ativagdo da cascata ovulatoria pelos EGF-like via ERK1/2 (Falls, 2003; Noma
et al., 2011; Shimada and Yamashita, 2011); e reduzir os niveis de Ca* nas CCs, resultando
na diminui¢do da atividade de PKC para um nivel fisiolégico, o que retarda o tempo de

maturagdo meidtica dos oodcitos para ajustar o tempo de ovulacdo (Shimada et al., 2016).

Ademais, estudos recentes mostram sua atuagdo na regulacdo da expressdo e secregdo
de citocinas e quimiocitonas nas células da granulosa, de modo a sustentar o tecido folicular e
atuar na resolucdo de inflamagdes, evitando a maturacdo folicular descontrolada ou a atresia
(Banerjee et al., 2022). Assim, a NRG1 pode afetar eventos na ovulagdo e/ou maturacdo do
oocito, uma vez que pode atrasar a retomada espontanea da meiose em complexos cumulus-
oocito (COCs) isolados de foliculos pré-ovulatérios sem tratamentos hormonais e pode
melhorar a competéncia oocitaria durante a FIV (Noma et al., 2011; Kawashima et al., 2014).
Diversos estudos ja comprovaram tal atuacdo da proteina na maturagdo oocitdria em
diferentes modelos animais, como em camundongos (Noma et al., 2011; Kawashima et al.,
2014) e porcos (Mao et al., 2012), todos revelando o efeito da NRG1 sobre a obtengdo de
viabilidade e competéncia oocitaria. Estes relatos mostram que a NRGI1 tem um papel
importante durante o processo de maturagdo dos COCs, porém, seu efeito na MIV de COCs

bovinos ainda ¢ pouco elucidado.

O modelo animal bovino, além de ser uma importante plataforma para tecnologias de
reproducdo artificial na agropecudria, prova-se como um dos mais valiosos para investigagdes
dos eventos reprodutivos em humanos, mostrando-se interessante para estudos translacionais
pelas semelhancas de dindmica folicular ovariana e controle enddcrino entre as duas espécies
(Beker van Woudenberg et al., 2012). Como visto em mulheres, a maioria dos intervalos
interovulatérios em fémeas bovinas sdo compostos por dois ou trés estagios de
desenvolvimento folicular; além disso, hd grande similaridade entre ambas quanto aos
mecanismos reguladores da emergéncia de onda folicular e selecdo do foliculo dominante e
ovulagdo (Malhi et al., 2007). Ademais, analises filogenéticas de proteinas envolvidas com o
desenvolvimento embrionario também mostram que, mesmo com a conservagdo de linhas de

desenvolvimento durante a evolugdo, oocitos humanos sdo mais proximos aos de fémeas
10



bovinas do que aqueles encontrados em camundongos, um modelo experimental
frequentemente utilizado na pesquisa (Santos ef al., 2014). Portanto, em vista das abundantes
similaridades, tal modelo mostra-se de grande interesse para futuros estudos translacionais

quanto a maturagdo oocitaria e fertilizacdo in vitro.

Como citado, o FSH ¢ amplamente utilizado em diversos protocolos de MIV para
induzir a maturagdo oocitaria, devido a presenca de seus receptores nas CCs e estimulo da
expressao e producdo dos peptideos AREG e EREG (bovinos, Van Tol ef al., 1996; humanos,
Freimann et al., 2004; camundongos, Park et al., 2004; bovinos, Caixeta et al., 2013). A acdo
desse hormdnio ¢ mediada através de segundos mensageiros, como AMPc, proteina quinase A
(PKA) e/ou proteina quinase C (PKC; Sirard et al., 2007). O FSH induz a maturagdo oocitaria
a partir da ligacdo com seus receptores nas CCs (FSHR), o que eleva os niveis de AMPc
nestas células e ativa dois tipos de PKA (I e II). A ativacdo do tipo I mantém os oocitos
estagnados em fase de profase I da divisdo meidtica, enquanto que a ativagdo do tipo II
estimula os eventos transcricionais distais que resultam na inducdo do rompimento da
vesicula germinativa (Farin ef al., 2007). Além disso, estudos mostraram que o FSH induz a
retomada da meiose em odcitos bovinos via expressdo de peptideos e ativacdo da PKC,
através do estimulo para hidrolise de 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol (PIP2) por fosfolipase
C (PLC) e consequente ativacdo de PKC e mobilizagdo de calcio intracelular (Sirard ef al.,
2007). A ativacdo da via PKC atua diretamente na fosforilagdo das conexinas presentes nas
jungoes do tipo GAP (GJ) entre as CCs e o o6cito, causando seu fechamento (Shimada et al.,
2016). As GJ exercem um papel critico nos COCs, transmitindo sinais que regulam a
retomada da meiose e aquisigdo de competéncia oocitaria (Farin et al., 2007). Estudos
mostraram que concentragdes suprafisiologicas de FSH precipitam o fechamento das GJ,
enquanto que concentragdes mais baixas permitem a manutengdo da comunicagdo intercelular

entre o odcito e as CCs (Ali and Sirard, 2002).

Diante disso, nosso laboratério em colaboragdo com o Laboratorio de Biologia
Reprodutiva e do Desenvolvimento da Universidade de Mildo, desenvolveu um sistema para
MIV com duas fases de cultivo denominado de Sistema Folicular (SF). O intuito deste
sistema ¢ expor inicialmente 0 COC a um ambiente semelhante ao encontrado no foliculo pré-
ovulatorio, capaz de promover melhor sintonia entre a maturacdo nuclear e citoplasmatica do
oocito, bem como diferenciagdo mais fisioloégica das CCs e comunicacdo prolongada entre
elas e o odcito (fase pré-MIV). Na segunda fase do cultivo (fase MIV), o SF objetiva induzir a

maturagdo final do COC pela ativagdo da cascata ovulatéria nas CCs com agentes
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fisiologicos, incluindo AREG e o fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1). A
adi¢do de substancias promotoras de crescimento aos meios de maturagdo e a simulacdo das
condicdes intrafoliculares ja ¢ uma tendéncia entre as pesquisas modernas em MIV/PIVE, em
busca de aumentar a eficiéncia do desenvolvimento in vitro dos oodcitos (Araujo, 2015).
Estudos demonstram que a substituicdo de altas concentragdes de FSH no meio MIV por
AREG, um indutor fisiolégico da maturacdo do COC, determina produgdo embrionaria
semelhante a proporcionada pelo FSH (Soares ef al., 2017). Além disso, a AREG favorece o
metabolismo do COC aferido pelo consumo de glicose e producdo de lactato e, na presenga de
fatores secretados pelo odcito (OSF), melhora a qualidade embrionaria medida pelo nimero
de células (Sugimura et al., 2014). No entanto, quando a fase MIV (com AREG) deste cultivo
¢ utilizada isoladamente, a maturagdo oocitaria pode ser precipitada. Assim, estudar as
interagdes entre FSH-NRG1 e AREG-NRGI1 em modelo bovino pode ser fundamental para
melhorar os processos que fazem parte da maturacdo oocitaria e producdo embriondria in

Vitro.

2. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos da NRG1 durante a MIV com
diferentes meios de cultivo (FSH — convencional ¢ SF — fisiologico) sobre a progressdo
meidtica de oo6citos maturados in vitro e, em paralelo, investigar o efeito da NRG1 sobre a

producdo embriondria a partir de COCs bovinos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Os efeitos da adicdo de NRG1 aos meios MIV (FSH e SF) acima escritas foram
analisados em ao menos 5 réplicas experimentais, em que os tratamentos foram testados em
grupos de 20 COCs cultivados em 400 uL. de meio. O meio de maturagdo base para todos os
experimentos foi composto de TCM 199 com bicarbonato suplementado com piruvato (22
pL/mL), amicacina (75 pg/mL) e albumina sérica bovina (BSA, 4 mg/mL); acrescido de r-
hFSH (0,1 Ul/mL) para os grupos FSH, ou acrescido de r-hFSH (0,01 UI/mL), AREG (100
ng/mL), IGF-1 (10 ng/mL), 17B-oestradiol (50 ng/mL) e progesterona (150 ng/mL) para os
grupos SF (Sistema Folicular).
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3.1.1 Experimento 1: Avaliacdo do efeito de NRGI durante a maturagdo in vitro sobre a
progressdo meiotica

COCs bovinos foram cultivados em grupos (20 COCs/grupo) conforme descrito
abaixo, durante 6 ¢ 22 horas, em meio convencional de FSH ou em meio MIV do Sistema
Folicular, na presenca de 1ng/ml NGR1 ou ndo. Ao final de cada tempo de cultivo, os 06citos
foram desnudos e corados com Hoechst para analise da progressdo meiodtica.

Grupos: FSH; FSH + NRG1; SF; SF + NRG1

3.1.2 Experimento 2: Avaliacdo do efeito de NRGI durante a maturagdo in vitro sobre a
produgdo e qualidade embriondria

COCs bovinos foram cultivados em grupos (20 COCs/grupo) conforme descrito
abaixo, durante 24 horas, em meio convencional de FSH ou em meio MIV do Sistema
Folicular, na presenca de Ing/ml NGR1 ou ndo. Apés a MIV, os COCs maduros foram
submetidos a FIV e CIV. Ao final de 7 dias de cultivo, a taxa de embrides foi avaliada e a
coloracdo com Hoechst foi realizada para contagem de células embrionarias totais.

Grupos: FSH; FSH + NRG1; SF; SF + NRG1

3.2 Obtencao dos complexos cumulus-odcitos (COCs) post mortem

Os COCs imaturos foram coletados de ovarios bovinos obtidos do abatedouro local.
Os ovarios foram conduzidos ao laboratério imersos em solugéo salina (0,9% NaCl) aquecida
a 36°C e utilizados imediatamente. Apds higienizacdo dos mesmos, a aspira¢do dos foliculos
com didmetro de 3 a 8 mm foi realizada com o uso de seringa de 10 mL e agulha 19G. O
fluido folicular obtido foi depositado em tubos conicos estéreis aquecidos em banho seco a
37°C até a formagdo de um pellet. Apos sedimentagdo no liquido folicular, os COCs foram
recuperados e classificados como: grau I, II ou III de acordo com suas caracteristicas celulares
(Khurana and Niemann, 2000). Somente COCs com citoplasma homogéneo e multiplas
camadas de CCs compactas foram utilizados (grau I e II). Posteriormente, foram transferidos

para a placa de maturacdo previamente montada.
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3.3 Maturacao oocitaria in vitro (MIV):

Apods a lavagem em meio HEPES, os grupos foram transferidos para a placa de
maturagdo in vitro. A placas de maturagdo foram previamente montadas em placas de 4 pogos
(NUNC®) com 400 pL. de meio de cultivo e apos a transferéncia dos COCs, foram colocadas
em estufa por um periodo de 24 horas a temperatura de 38,5°C e umidade saturada do ar com

5% de CO,. Os tratamentos foram adicionados ao meio base de maturagio.

3.4 Fecundacao in vitro (FIV) e Cultivo in vitro (CIV):

A FIV foi realizada de acordo com Soares et al. (2017), com pequenas alteragdes. Os
espermatozoides criopreservados foram separados em 45% - 90% de gradiente de Select
Sperm® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil), contados ¢ adicionados em cada pogo com a
concentracdo final de 2x10° espermatozoides/mL. COCs e espermatozoides foram incubados
em meio FIV (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) durante 18h a 38.5°C em 5% de CO; em ar
umidificado. Apo6s a FIV, os provaveis zigotos foram lavados e as CCs removidas por
agitacdo em vortex e foram transferidos para 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 O, 5% de CO2 e 90% de N» a 38.5°C em ar umidificado,
durante 7 dias completos. Ao final do periodo de cultura (DS), a taxa de blastocistos foi
avaliada sob um microscopio estereoscopico, e os blastocistos foram morfologicamente
classificados como ndo expandidos, expandidos e eclodidos (Jakobsen et al, 20006).
Posteriormente, os embrides foram fixados em metanol 60% e os nucleos celulares foram

contados sob um microscopio de fluorescéncia apds coloragcdo com Hoechst 33342,

3.5 Analise da progressio meidtica

Os odcitos foram submetidos a sucessivas pipetagens para causar um turbilhonamento
e remoc¢ao das CCs circundantes. Em seguida, os odcitos desnudos foram fixados em metanol
60% e corados com Hoeschst 33342 para avaliacdo da progressdo meiotica. As laminas foram
visualizadas em microscopio com epifluorescéncia e o material genético foi classificado em
vesicula germinativa (GV), quebra de vesicula germinativa (GVBD), metafase 1 (MI),

anafase-telofase (ANA-TEL), metafase 11 (MII) e degenerados (DEG).
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3.6 Analise Estatistica

Os efeitos dos tratamentos sobre os pardmetros descritos acima foram analisados por
meio do software JMP (SAS Institute). Para isto, o teste de normalidade dos dados (Shapiro
Wilk) e de homogeneidade de varidncias entre os grupos com transformagdo de dados
(logaritmo ou arc-seno), quando necessario, foram realizados para realizagdo de andlise
paramétrica ou ndo paramétrica. Assim, os efeitos foram testados por T-Student ou Wilcoxon.
Os resultados estdo apresentados por média + erro padrdo da média (EPM) e as diferencas

foram consideradas significativas com P <0,05.

4. RESULTADOS

Em relagdo ao efeito da NRGI1 durante a maturagdo in vitro sobre a progressio
meiodtica, a adicdo da proteina ao meio de cultivo diminuiu a porcentagem de COCs que
atingiram a GVBD as 6h de MIV, tanto no meio com FSH quanto com SF (Figura l1a). Em
contrapartida, a NRG1 ndo causou alteragdes na progressdo meidtica apés 22 horas de cultivo
em ambos os tratamentos (Figura 1b).

A adigdo da proteina ndo alterou a expansdo das células do cumulus dos odcitos
maturados (Figura 2a) e também ndo resultou em uma diferenga significativa no indice de
clivagem embriondria (Figura 2b). Assim, a neurorregulina manteve semelhante a producao
de embrides em comparagdo aos grupos controles (Figura 2¢) bem como a porcentagem de
blastocistos expandidos e eclodidos (Figura 2d e Figura 2e). Por fim, ndo foi observada uma
diferenga no niimero total de células embrionarias entre os grupos tratados com a proteina e os

respectivos controles (Figura 2f).
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Figura 1. Efeitos da NRGI1 associada ao meio de maturagdo in vitro com FSH ou SF sobre a
maturagdao meiotica. a) As barras mostram a porcentagem de COCs que atingiram GVBD apds 6 horas
de cultivo (P<0,05). b) As barras mostram a porcentagem de COCs que atingiram a metafase Il apos
22 horas de cultivo (P>0,05). Os resultados estdo apresentados por média + erro padriao da média

(EPM) e as diferengas foram consideradas significativas com p < 0,05.
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Figura 2. Efeitos da NRGI1 associada ao meio de maturagdo in vitro com FSH ou SF sobre a produgdo
embrionaria. a) As barras mostram a porcentagem de COCs que atingiram completa ou quase
completa expansdo, calculada em relagdo ao total de oocitos cultivados (P>0,05). b) As barras
mostram a porcentagem de zigotos classificados como clivados, calculada em relacdo ao total de
oocitos cultivados (P>0,05). ¢) As barras mostram a porcentagem total de blastocistos produzidos
calculados em relagdo ao total de oocitos cultivados (P>0,05). d) As barras mostram a porcentagem de
blastocistos expandidos e eclodidos calculados em relag@o ao total de blastocistos gerados (P>0,05). e)
As barras mostram a porcentagem de blastocistos expandidos e eclodidos calculados em relagdo ao
total de odcitos cultivados (P>0,05). f) As barras mostram a média do niimero de células contadas por
blastocisto através de microscopia por fluorescéncia (P>0,05). Os resultados estdo apresentados por

média + erro padrdo da média (EPM) e as diferencas foram consideradas significativas com p < 0,05.
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5. DISCUSSAO

A maturagdo oocitaria ¢ um processo complexo e vital que envolve a maturagdo
nuclear e citoplasmatica do gameta para que esse atinja competéncia total, e a assincronia
entre essa dindmica se mostra um dos grandes fatores para a baixa producdo de embrides in
vitro (Landim-Alvarenga and Maziero, 2014; He et al., 2021). Portanto, estudar a maturacéo
oocitaria e seus processos ¢ fundamental para o desenvolvimento de metodologias para
melhorar o sucesso de producdo embrionaria in vitro (Landim-Alvarenga and Maziero, 2014).
Estudos prévios comprovam a secrecdo de neurorregulina 1 nas células da granulosa e sua
posterior acdo nestas células e no complexo cumulus-oécito (COCs) (Shimada et al., 2016),
exercendo um importante papel regulador ao reduzir a ativacdo de PKC nas células do
cumulus e retardar o fechamento das jungdes GAP, o que previne a progressdo meidtica

prematura (Kawashima et al., 2014).

O presente estudo teve como objetivo investigar a fundo a atuagdo da NRG1 sobre a
maturagdo oocitaria em diferentes cenarios, no ambito de progressdo meiodtica e na qualidade
e taxa de produgdo in vitro de embrides bovinos. Para isso, dois meios de cultivo foram
utilizados: o meio convencional de FSH e um meio mais fisiolégico denominado Sistema
Folicular (SF). Ja ¢ bem elucidado na literatura a importancia da escolha do meio de cultivo
em experimentos bovinos in vitro, tendo em vista que tal ambiente pode influenciar a
morfologia e a expressdo genética do embrido e posteriormente seu desenvolvimento fetal e
placental (Farin et al., 2001). Como ja citado, o meio de cultivo com FSH ¢ um meio
convencional comumente utilizado para experimentos relacionados a MIV e PIVE (Pandey et
al., 2010), pela atuagdo deste em estimular a expressdo de AREG e EREG em células do
cumulus apos cultivo, auxiliando na maturagdo do odcito e em sua qualidade (Freimann et al.,
2004). O meio de cultivo intitulado “sistema folicular” desenvolvido pelo laboratdrio, por sua
vez, busca promover a matura¢do oocitaria a partir da mimetizagdo do foliculo pré-ovulatorio
por adicdo de agentes fisioldgicos como AREG e IGF-1 juntos de baixa dosagem de FSH,
tendo em vista o papel destes na obtengdo de competéncia oocitaria através da atuacdo nas
células do cumulus para producdo de energia por glicolise e aceleragdo do processo de
maturagdo nuclear (Sugimura et al., 2014; Araujo, 2015). Dessa forma, torna-se interessante a
utilizacdo de ambos os meios para sustentacdo da maturagdo oocitaria e investigacdo do

potencial da NRG1 como moduladora deste processo.
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A partir dos nossos resultados, observamos que a NRGI atrasou a quebra da vesicula
germinativa as 6 horas de cultivo, tanto no meio de maturagdo induzido com FSH quanto no
meio induzido com AREG (SF), e ndo causou altera¢cdes na dindmica de progressdo meidtica
para MII apos 22 horas de MIV. Isto corrobora a hipotese inicial de influéncia da proteina no
processo de competéncia oocitaria (Falls, 2003; Noma et al., 2011; Shimada and Yamashita,
2011), baseada na atuacio da NRG1 em reduzir o Ca®" intracelular induzido por AREG e a
atividade de PKC nos COCs (Kawashima et al., 2014; Shimada et al, 2016). Taxas
moderadas de célcio e balanceada atividade de PKC nas células do cumulus sao fatores
necessarios para uma progressdo meidtica de sucesso (Kawashima et al., 2014). Shimada et
al. (2016) sugeriram que a NRGI1 exerce esse papel de equilibrio através do bloqueio da
fosforilagdo da conexina-43 (Ser368), uma proteina responsavel por causar o fechamento das
juncdes GAP entre as células do cumulus e o oocito, e a qual naturalmente tem sua
fosforilagdo induzida por PKC. Quando livre, a fosforilagdo da conexina-43 promove uma
reducdo da comunicagdo entre o cumulus € o oocito, o que resulta em uma perda dos efeitos
inibitorios de cAMP e cGMP foliculares  sobre a fosfodiesterase 3 (PDE3) e,
subsequentemente, sobre os fatores de promogdo de maturagdo (MPF), resultando assim em
uma retomada da meiose (Gilchrist, 2011). Uma ativagdo prematura da cascata de PKC pode
resultar em uma progressdo desbalanceada da ovulagdo, e a NRGI, ao reduzir sua atividade a
um nivel fisiologico e bloquear seus alvos de agdo, realiza assim um papel modulador, que
ajusta o tempo de maturacdo oocitaria com o rompimento folicular (Shimada et al., 2016).
Tendo em vista que essa cascata de sinalizacdo do PKC ¢ um dos fatores para a quebra da
vesicula germinativa, os resultados de taxa de GVBD vistos com FSH e SF tratados sdo
condizentes com os dados da literatura, afirmando o papel da NRG1 na matura¢do nuclear do
oocito. Além disso, estudos iniciais in vitro mostraram que a adi¢do da dose de 1 ng/ml de
NRGI durante a MIV induzida com AREG (SF) foi suficiente para reduzir a retomada da
meiose em o06citos bovinos, além de alterar a expressdo de genes relacionados com a
maturagdo oocitaria, como a reducdo de EGFR, envolvido na sinalizacdo da cascata
ovulatdria, e aumento de NPR2, relacionado a manutengdo da parada meidtica (Dellaqua et

al.,2023), corroborando a hipdtese de atuagdo da proteina no processo de maturagao.

Como elucidado, uma progressdo meidtica normal dos odcitos é essencial para uma
fertilizagdo bem sucedida e um desenvolvimento embrionario apropriado (Kawashima et al.,
2014). No presente estudo, a NRGI1 ndo influenciou a dindmica de expansdo do cumulus ou

de producdo e qualidade embriondria in vitro, ndo apresentando efeitos significativos na taxa
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de blastocistos gerada entre as réplicas. Tais resultados ndo sdo compativeis com o0s
observados em projetos anteriores executados em nosso laboratorio (Dellaqua et al., 2023),
onde a adicdo da NRG1 se mostrou efetiva na PIVE, levando ao questionamento da atividade
biolégica da proteina utilizada no projeto em questdo. Em decorréncia das problematicas
geradas pela pandemia de COVID-19 e seu subsequente efeito na disponibilidade e producéo
dos abatedouros locais, nossos experimentos foram prejudicados, sendo necessario a
prorrogagdo de prazo para o término. Desta forma, acredita-se que a atividade biologica da
NRGI pode ter sido alterada, uma vez que a mesma apresenta um curto periodo de validade e
dificil aquisicdo, comprometendo assim a segunda parte do presente trabalho e tornando tais
achados questionaveis. Na literatura, ¢ evidente a atuagdo da NRG1 no processo de produgéo
de embrides em espécies multiovulatérias. Em um estudo realizado por Kawashima et al.
(2014), odcitos recuperados de ratos knock-out para o gene de NRG1 exibiram reducgdo severa
de fertilidade e competéncia de desenvolvimento embriondrio, reportando assim o papel
crucial da NRG1 no controle da progressdo dos eventos oocitarios, como meiose, aquisi¢do de
atividade citostatica e consecutivamente o sucesso da penetracdo espermatica. A atuacdo dos
fatores de crescimento EGF-/ike na induco de expansdo das células do cumulus também ja é
bem elucidada, onde a conexdo com receptores ERBBI1 presentes nas células da granulosa e
do cumulus levam a ativacdo das cascatas como RAS e ERK1/2, criticas para a expansdo de
COCs e a subsequente maturacdo oocitaria (Noma et al., 2011). Em ratos, Noma et al. (2011)
mostraram como a neurorregulina 1 mostra-se atuar em combinacdo com AREG em meio de
cultivo ao expressar genes como o Tnfaip6 envolvidos na expansdo, evidenciando o potencial
papel da NRG1 neste processo. Diferente destes trabalhos, nosso laboratdrio ¢ o primeiro a
aplicar a NRG1 na MIV de odcitos bovinos e investigar seus efeitos na qualidade e producéo

embriondria desta espécie monovulatdria.

A redistribuicdo mitocondrial e os niveis de producdo de ATP também sdo fatores
cruciais para a capacitacdo oocitaria, fertilizagdo, sucessiva implanta¢do e desenvolvimento
embriondrio, tendo em vista que a atividade metabdlica ¢ um fator determinante para o
desenvolvimento de potenciais embrides (Freistedt et al., 2001). Da ovulagdo até o estagio de
morula, o embrido depende do processo de fosforilagdo oxidativa mitocondrial para fornecer a
maior parte da demanda de ATP para seu desenvolvimento (Mao et al, 2012). A
reorganiza¢do mitocondrial e os niveis de ATP diferem entre o6citos morfologicamente bons
e ruins, podendo implicar em diferentes capacidades de desenvolvimento apds a FIV

(Freistedt et al., 2001). Embora ndo observamos diferencas entre os tratamentos durante a
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clivagem embrionaria (D3), a NRGI1 ja se mostrou atuar na atividade mitocondrial dos
oocitos, auxiliando no desenvolvimento embrionario inicial (Mao et al., 2012). Em um estudo
realizado com modelos suinos, o tratamento com NRG1 durante a MIV aumentou as copias
de DNA materno em odcitos, sendo que tal resultado apresentou uma associagdo linear
positiva com a PIVE, demonstrada pela maior taxa de blastocistos formados no grupo tratado
quando comparado ao controle (Mao et al., 2012). Tais achados evidenciam o potencial da
neurorregulina em promover a sincroniza¢do da matura¢do nuclear e citoplasmatica e, a partir

disso, promover efetivamente o desenvolvimento embriondrio.

Na literatura, também ja ¢ bem estabelecido o papel determinante da quantidade de
células da massa celular interna e trofectoderma do embrido para a qualidade embrionaria
final (Sugimura et al, 2012). Em um estudo organizado por Jakobsen et al. (2006), foi
constatado que blastocistos classificados como morfologicamente normais e de boa qualidade
apresentaram maior numero de células na contagem e se desenvolveram mais rapidamente do
que embrides classificados como morfologicamente inferiores. Tais constatagdes também sio
apoiadas por estudos mais antigos (Farin et al., 1997; Farin et al., 2001), ressaltando assim a
grande importancia do parametro de numero de células para a dindmica de desenvolvimento
embrionario. Em clinicas de reprodugdo humana, as caracteristicas de nimero de células,
simetria celular e fragmentacdo sdo de extrema importancia para a sele¢do de embrides a
serem transferidos, sendo o nimero de células um dos indicadores mais importantes de
potencial de desenvolvimento, ja que pode refletir diretamente na habilidade do embrido de
progressdo do ciclo celular (Kong et al, 2016). Tais avaliacdes sdo realizadas por uma
incubadora time lapse durante o cultivo em clinicas modernas, através de camaras acopladas
ao equipamento que capturam imagens de alta resolu¢do e monitoram a constante divisdo do
embrido, dados que posteriormente sdo analisados por algoritmos para asseguramento de
desenvolvimento normal (Kirkegaard ef al., 2012; Milewski et al., 2015). Estudos realizados
com incubadoras time lapse demonstraram que as baixas taxas de implantacdo pos-FIV
podem ser justificadas pela selecdo de embrides com proliferagdo anormal durante o cultivo,
demonstrando a importancia do acompanhamento minucioso da progressdo celular nos
estagios iniciais de clivagem e expansdo (Hlinka et al., 2012). Em um estudo de Kong et al.
(2016) realizado com o monitoramento time lapse, a andlise do nimero de células
embrionarias auxiliou na selecdo de embrides de melhor desenvolvimento, contribuindo para
altas taxas de implantag@o e de nascimento. No presente estudo, a utilizagdo da proteina nio

provocou um aumento no nimero de células nos embrides. Tal resultado ndo estd de acordo
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com experimentos anteriores no laboratorio, onde a adi¢do de NRG1 ao meio induzido com
AREG (SF) aumentou a quantidade de células totais dos blastocistos produzidos bem como
impulsionou a taxa de embrides expandidos e eclodidos, impactando assim positivamente o
desenvolvimento e qualidade dos embrides cultivados (Dellaqua et al., 2023). Adamson
(1993) também ja mostrou que a adi¢do de moléculas da familia EGF ao meio de cultivo de
embrides de ratos pré-implantacdo aumentou o numero de células embriondrias, dados
posteriormente confirmados por Chia et al. (1995), evidenciando o potencial destas moléculas
na dindmica de qualidade embriondria e a importancia de trabalhos que estudem tais
interacdes. Portanto, mais investiga¢des acerca da NRG1 e seu impacto na PIVE bovina sdo

cruciais para melhor afirmag@o do seu papel no desenvolvimento ¢ qualidade embrionaria.

Os resultados apresentados no trabalho podem ser relevantes para os tratamentos de
maturagdo oocitaria ¢ de fertilidade usados em clinicas de reprodug@o animal e humana, pois
apresentam informagdes valiosas relacionadas a progressdo meidtica de odcitos, trazendo
como novidade o modelo experimental bovino, espécie monovulatoria semelhante as
mulheres. Em muitas clinicas humanas, a maturagdo de oocitos é usualmente impulsionada
por inje¢do de hCG ou um agonista de GnRH ao final de uma estimulacdo ovariana in vivo, de
forma que os oocitos recém-aspirados estejam prontos para serem fertilizados, sendo uma
técnica com auséncia de fatores reguladores diretos da maturacdo como FSH e EGF-likes
(Buratini et. al., 2021). Porém, ainda assim alguns odcitos captados na aspiragdo podem se
encontrar em seus estados imaturos, e portanto, uma cultura adicional seria apropriada para
fornecer uma chance destes chegarem a MII in vitro pré-FIV. Por mais que tais técnicas de
maturagdo oocitaria ndo sejam tradicionalmente aplicadas a humanos por suas taxas de
implantagdo e gestacdo serem menores do que tratamentos de estimulagdo ovariana
convencionais, estudos sugerem que uma selecdo mais precisa de pacientes a serem
submetidas a técnica pode melhorar os indices clinicos de MIV, proporcionando um
tratamento que pode preservar a fertilidade de pacientes imunosuprimidas, eliminar os efeitos
adversos de estimulagdo por drogas sintéticas e reduzir os custos do procedimento geral do
ciclo de reprodugdo assistida (Ellenbogen et al., 2014; Gilchrist ef al., 2016). Outro fator a ser
considerado ¢ a necessidade de ajuste dos meios de maturacgdo utilizados, uma vez que eles
ndo correspondem corretamente a dindmica ovariana, resultando em descompasso na
maturagdo nuclear e citoplasmatica oocitaria, o que reduz a qualidade embrionaria e pode
gerar as tais taxas baxas de implantagdo vistas. Desta forma, os resultados encontrados podem

ser utilizados para mostrar a importancia da introdu¢do da NRG1 ao meio de cultivo pré-
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procedimentos de FIV, tanto em meios convencionais ou mais fisioldgicos, a fim de melhorar

a sincronia durante a maturagdo oocitaria.

6. CONCLUSAO

Podemos concluir que a neurorregulina 1 age na dindmica de maturagdo oocitaria de
forma a retardar a quebra da vesicula germinativa do odcito e assim sincronizar sua maturagao
nuclear com a citoplasmatica, tanto na MIV induzida com FSH quanto com AREG (SF).
Embora ndo foi observada uma acdo da proteina durante o desenvolvimento e qualidade

embriondria, seus efeitos sobre tais parametros ainda necessitam mais avaliagdes.
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