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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta pesquisa contribui de forma relevante para o aprimoramento de técnicas de
reproducgao assistida, especialmente para protocolos de maturacgao in vitro, que ainda
enfrentam dificuldades na aplicagédo. A proposta de estratégias mais fisioldgicas que
consideram os eventos naturais do foliculo/odcito e a introdugdo de um sistema de
cultivo bifasico se mostra como uma possivel alternativa para melhorar a qualidade
dos odcitos maturados in vitro e, consequentemente, os indices de producio
embrionaria. Nesse contexto, a inclusdo do peptideo natriurético tipo C para prolongar
a fase de parada meidtica e da ampirregulina e neurorregulina para indugcdo da

cascata de maturagao constituem alternativas interessantes.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This research makes a relevant contribution to the advancement of assisted
reproduction techniques, particularly in protocols for in vitro maturation, which still face
challenges in their application. The proposal of more physiological strategies that take
into account the natural events of the follicle/oocyte, along with the introduction of a
biphasic culture system, emerges as a potential alternative to improve the quality of in
vitro matured oocytes and, consequently, embryonic production rates. In this context,
the inclusion of C-type natriuretic peptide to prolong the meiotic arrest phase, as well
as amphiregulin and neuregulin to induce the maturation cascade, represent promising

alternatives.
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RESUMO

A maturacéo in vitro (MIV) de complexos cumulus-oécitos (COCs) € uma técnica
essencial na produgao de embrides in vitro, embora sua eficacia ainda seja limitada.
Este projeto comparou diferentes protocolos de MIV, visando desenvolver uma
estratégia mais fisioldgica utilizando ampirregulina (AREG), neurorregulina 1 (NRG1)
e peptideo natriurético do tipo C (NPPC) em diferentes momentos da maturagéo. Os
COCs foram aspirados de foliculos de ovarios bovinos obtidos em abatedouro local e
distribuidos nos experimentos. Comparou-se os grupos: FSH: maturagdo continua
com dosagem convencional de FSH por 22 horas; Sequencial 6h: meio com FSH em
dose correspondente a concentracao intrafolicular pré-ovulatoria, IGF1, estradiol e
progesterona por 6 horas, seguido da adicdo de AREG e NRG1 por mais 16 horas;
Sequencial NPPC 6h: idéntico ao Sequencial 6h, exceto pela adicado de NPPC nas 6
primeiras horas. Os grupos foram avaliados quanto a progressdo meiotica apos 8, 10
e 22 horas de maturagdo. Os mesmos trés tratamentos foram prolongados até 24
horas de maturagao, e, apos esse periodo, os COCs foram submetidos a fertilizacao
in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV) para avaliagdo da formagao de blastocistos. Além
disso, avaliou-se o impacto de uma maior exposicao ao NPPC pela comparacio dos
grupos: FSH (idéntico ao tratamento FSH, mas por 14 horas); Sequencial NPPC 9h:
idéntico ao Sequencial 6h, exceto pela adicdo de NPPC por 9 horas e Sequencial
NPPC 12h: idéntico ao Sequencial 6h, exceto pela adigdo de NPPC por 12 horas. Os
grupos foram avaliados apos 11 e 14 horas de MIV. Para analisar a progressao
meidtica os odécitos foram desnudos, corados em Hoechst, avaliados em microscopio
de epifluorescéncia e classificados em vesicula germinativa (GV), quebra da vesicula
germinativa (GVBD), metafase | (M), anafase-teléfase (AnaTel), metafase Il (Mll) e
degenerado (DEG). Ap6s 8 horas de MIV, os grupos FSH (54.63 + 6.67%) e
Sequencial NPPC 6h (50.92 + 7.40%) obtiveram taxas de GV semelhantes, enquanto
o Sequencial 6h (19.58 + 5.96%) apresentou uma taxa reduzida em relagcdo aos
primeiros. As 10 horas, a taxa de GVBD + MI foi menor no FSH (59.84 + 7.40%) e
similar entre o Sequencial 6h (92.71 £ 0.52%) e Sequencial NPPC 6h (90.68 £ 3.20%).
Nao foram observadas diferengas significativas quanto as taxas de expansado dos
COCs, clivagem, formagao de blastocistos, embrides expandidos e eclodidos e
numero de células embrionarias totais (p > 0,05). Apds 11 horas de MIV, os grupos
FSH (12.77 £ 2.8%) e Sequencial NPPC 9h (11.68 £ 4.92%) apresentaram taxas



semelhantes de GV, enquanto o Sequencial NPPC 12h (29.18 £ 4.64%) apresentou
taxas superiores. Apesar dos protocolos nédo terem resultado em melhorias
significativas na produ¢do embrionaria, os dados demonstram que os tratamentos
influenciaram a dinamica meidtica, indicando que sua utilizagdo na modulacédo da
maturagéo oocitaria merece maior investigagdo como estratégia para a melhoria da

eficiéncia da MIV.

Palavras—chave: competéncia oocitaria, retomada meiética, NPPC, NRG1, producao

embrionaria in vitro



ABSTRACT

In vitro maturation (IVM) of cumulus—oocyte complexes (COCs) is an essential
technique in the production of in vitro embryos, although its efficiency remains limited.
This study compared different IVM protocols aiming to develop a more physiological
strategy using amphiregulin (AREG), neuregulin 1 (NRG1), and C-type natriuretic
peptide (NPPC) at different stages of maturation. COCs were aspirated from follicles
of bovine ovaries collected at a local slaughterhouse and distributed among
experimental groups. The groups compared were: FSH — continuous maturation for 22
hours with a conventional dose of FSH; Sequential 6h — medium supplemented with
FSH at pre-ovulatory intrafollicular concentration, IGF1, estradiol, and progesterone
for 6 hours, followed by the addition of AREG and NRG1 for 16 hours; Sequential
NPPC 6h — identical to Sequential 6h, but with NPPC added during the first 6 hours.
These groups were evaluated for meiotic progression after 8, 10, and 22 hours of
maturation. The same treatments were extended to 24 hours of IVM, after which the
COCs underwent in vitro fertilization (IVF) and in vitro culture (IVC) for blastocyst
formation assessment. Additionally, the impact of longer NPPC exposure was
evaluated by comparing the groups: FSH (same as the FSH group, but for 14 hours);
Sequential NPPC 9h — identical to Sequential 6h, except for NPPC addition during the
first 9 hours; and Sequential NPPC 12h — identical to Sequential 6h, but with NPPC
added for 12 hours. These groups were analyzed after 11 and 14 hours of IVM. For
meiotic assessment, oocytes were denuded, stained with Hoechst, examined under
epifluorescence microscopy, and classified into germinal vesicle (GV), germinal vesicle
breakdown (GVBD), metaphase | (MI), anaphase—telophase (AnaTel), metaphase Il
(MII), or degenerated (DEG). After 8 hours of IVM, GV rates were similar in the FSH
(54.63 £ 6.67%) and Sequential NPPC 6h (50.92 + 7.40%) groups, while the
Sequential 6h group showed a significantly lower GV rate (19.58 + 5.96%). At 10 hours,
the GVBD + Ml rate was lower in the FSH group (59.84 + 7.40%) and similar between
the Sequential 6h (92.71 + 0.52%) and Sequential NPPC 6h (90.68 + 3.20%) groups.
No significant differences were found in COC expansion, cleavage, blastocyst
formation, expanded or hatched embryos, or total cell number (p > 0.05). After 11 hours
of IVM, the FSH (12.77 £ 2.8%) and Sequential NPPC 9h (11.68 + 4.92%) groups
presented similar GV rates, whereas the Sequential NPPC 12h group showed a higher
GV rate (29.18 + 4.64%). Although the protocols did not significantly improve embryo



production, the data demonstrate that the treatments influenced meiotic dynamics,
suggesting that their use in modulating oocyte maturation warrants further investigation

as a strategy to improve IVM efficiency.

Keywords: oocyte competence, meiotic resumption, NPPC, NRG1, in vitro embryo

production
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FIV Fertilizacao in vitro
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GMPc Monofosfato Ciclico de Guanosina
GV Vesicula Germinativa

GVBD Quebra da Vesicula Germinativa
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Mil Metafase I
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1 INTRODUGAO

As técnicas de reproducao assistida (TRA) representam um avango importante
na area de reproducédo animal, especialmente na pecuaria, ao viabilizar a producao
de embrides in vitro e contribuir para potencializar o melhoramento genético e, dessa
forma, a produtividade.

Entre as técnicas mais comuns estdo a inseminacgao artificial e a fertilizagéo in
vitro (FIV), que podem ser precedidas por etapas laboratoriais especificas como a
maturagéo in vitro (MIV). A MIV é uma técnica de reproducgao assistida que envolve a
coleta de complexos cumulus-oocito (COCs) imaturos, provenientes de ovarios
minimamente ou nao estimulados, contendo oécitos em estagio de vesicula
germinativa (GV) estimulados a completar a maturagao até o estagio de metafase Il
(MIl) in vitro a fim de estarem aptos para a fertilizacdo e para sustentar o
desenvolvimento embrionario inicial (Lonergan & Fair, 2016).

A histéria da MIV no Brasil comegou na década de 1980 quando pesquisadores
testaram diferentes meios de cultivo na busca de um equilibrio entre os componentes
adicionados para ter um desenvolvimento oocitario adequado (Garcia et al., 1988). Os
primeiros relatos de embrides bovinos de FIV apds MIV ocorreram em 1989 (Mikich et
al., 1989). Desde entdo, essa técnica tem sido amplamente utilizada na produgao in
vitro de embrides (PIVE) de diversas espécies pecuarias 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, 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), na medida em que, em
associacao a PIVE, permite um melhor aproveitamento do potencial reprodutivo das
fémeas, as quais tém muitos de seus foliculos em degeneragao atrésica fisioldgica
(Ward, 1994).

Apesar de sua longa histéria, COCs submetidos a MIV para posterior realizagao
de FIV apresentam menor eficiéncia em termos de taxa cumulativa de nascidos vivos
comparada aquela de COCs maturados in vivo apés estimulagao ovariana classica, o
que constitui o principal fator limitante da aplicagao da PIVE (Gilchrist, 2011). De fato,
estudos classicos indicam que oocitos maturados in vitro apresentam menor
competéncia para a fertilizagdo e desenvolvimento embrionario em comparagao a

oocitos maturados in vivo (Rizos et al., 2002). No entanto, a menor carga hormonal



14

associados a MIV podem justificar o investimento em estudos voltados para aumentar
sua eficacia.

Um dos possiveis motivos para a baixa taxa de sucesso na producdo de
embrides provenientes de odcitos maturados in vitro € o fato de que os sistemas de
cultivo n&o reproduzem as condigdes intra-foliculares encontradas in vivo. Entre as
problematicas encontradas destaca-se 0 descompasso entre a maturacéo
citoplasmatica e nuclear dos odécitos. No ambiente folicular, os oécitos permanecem
em um estado de parada meiotica, denominado estado de vesicula germinativa (GV),
até que o citoplasma complete sua maturacdo. Posteriormente, com o pico do
horménio luteinizante (LH), mediadores intra-foliculares disparam a retomada da
meiose e na diferenciagcao do cumulus (Gilchrist, 2011). Um cultivo sem esse equilibrio
entre os diferentes aspectos da maturagao oocitaria pode resultar em uma retomada
meiotica precoce, prejudicando o desenvolvimento oocitario (Gilchrist et al., 2011).
Consequentemente, a taxa de sucesso na PIVE é comprometida (Machalkova et al.,
2004).

Apesar das limitacbes dos protocolos de MIV em mimetizar o ambiente e os
processos que acontecem in vivo durante a maturacdo oocitaria, € fundamental
considerar todos os eventos celulares e moleculares que ocorrem no foliculo € no
complexo cumulus-odcito durante o periodo de maturagdo. Os meios comerciais
utilizam um sistema de cultivo simples que envolve a retomada espontanea da meiose
e a maturagao por 24-48 horas (Sutton, et al., 2003b). Atualmente, os meios de cultivo
utilizados para bovinos contém altas dosagens de hormdnio foliculo estimulante
(FSH), que atua como indutor da maturagao oocitaria in vitro por estimular a expressao
de ligantes de fatores de crescimento epidermais (EGFs-like) diretamente nas células
do cumulus (CC), os mediadores fisiolégicos da agao do LH na inducao da cascata de
maturacado (Freimann et al., 2004; Park et al., 2004). A exposicdo aos EGFs-like
durante a MIV melhora a competéncia dos odcitos para o desenvolvimento
embrionario, o que acontece pelo efeito positivo na modulagdo do ambiente
citoplasmatico do odcito (Richani, et al., 2013).

No entanto, o uso de EGF-like desencadeia a retomada da meiose e a quebra
da GV, o que pode ocorrer de forma precipitada, gerando um descompasso entre a
maturagdo citoplasmatica e a maturagdo nuclear do odcito (Gilchrist, 2011).
Paralelamente, a retirada do odécito do ambiente folicular estimula a retomada

espontanea da meiose, mesmo antes que o odcito alcance grau de maturagao
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citoplasmatica e molecular adequado (Pincus e Enzmann, 1935; Edwards, 1965). Por
isso, alguns fatores podem ser adicionados ao meio de cultivo no intuito de modular
ou atrasar essa retomada, para que o odcito consiga atingir um estagio de maturagao
citoplasmatica mais adequado para a fertilizagdo, o que inclui a adigado de inibidores
de fosfodiesterase para manter niveis elevados de monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc) e monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), que ajudam a manter a parada
meidtica até que a maturagao citoplasmatica esteja completa (Gilchrist et al., 2008).

O conhecimento dos fatores que regulam a maturagcdo nuclear possibilita a
adaptacao dos sistemas de cultivo para melhorar a competéncia do o6cito maturado
in vitro. Nesse contexto, um sistema com diferentes etapas (pré-MIV e MIV) tem sido
proposto para otimizar a maturagao oocitaria.

Uma das primeiras abordagens nao continuas de sistema de maturagao oocitaria
foi denominada de SPOM (Simulated physiological oocyte maturation), criada em
2010 por Albuz e colaboradores. No SPOM existem duas fases com diferentes
inibidores de fosfodiesterase tiopo 3 (PDE3) que resultaram em melhores taxas de
desenvolvimento embrionario. Outros sistemas bifasicos exploraram o uso de
moduladores de AMPc e GMPc durante a pré-maturagcao de odcitos humanos, o que
resultou em melhoria na competéncia meiética (Sanchez, et al., 2017).

Uma estratégia que vem sendo investigada para manter elevados os niveis de
GMPc intra-oocitario € a adi¢gao do peptideo natriurético do tipo C (NPPC) no meio de
maturacdo. O NPPC se liga aos receptores de guanilato ciclase nas células da
granulosa e estimula a producdo de GMPc, o que previne a ativacao precoce da
maturacao nuclear (Zhang et al., 2010). Estudos recentes demonstraram que a adi¢ao
do NPPC no meio de cultivo é eficaz para retardar a retomada meidtica (Franciosi et
al., 2014, Soares et al., 2017), possibilitando uma maturagdo mais coordenada entre
0s processos nucleares e citoplasmaticos do odcito, o que € essencial para aumentar
a competéncia oocitaria e o sucesso da fertilizagao in vitro (Zhang et al., 2010; Vaccari
etal., 2009). Assim, o NPPC é um componente importante nos sistemas de maturagao
in vitro e tem potencial para otimizar protocolos de cultivo, melhorando a qualidade
dos embrides produzidos (Gilchrist et al., 2016).

Em relagdo a fase de estimulo da retomada meidtica, pesquisas recentes
revelaram que os EGFs-like ampirregulina (AREG) e neurorregulina (NRG1) atuam
conjuntamente durante a MIV de camundongos (Noma et al., 2011; Kawashima et al.,

2014). A combinagao desses fatores regula eventos intracelulares essenciais para a
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16 retomada meidtica, atuando como importantes ativadores da maturagao oocitaria
(Shimada et al., 2016). Em bovinos, resultados congruentes foram relatados,
sugerindo um efeito positivo da adicdo da NRG1 durante a MIV induzida com AREG
sobre a qualidade embrionaria (Dellaqua et al., 2023b). Além disso, observou-se que
a NRG1 diminuiu a expressao de receptores de EGF (EGFR), um gene relacionado a
retomada meidtica e aumentou a expresséo do gene NPR2 (Abbassi et al., 2021), que
esta interligado ao processo de sintese do GMPc, promovendo um ambiente mais
favoravel a maturacéo sincrona e ao desenvolvimento oocitario.

Estudos conduzidos em nosso laboratério em colaboragdo com o Laboratério de
Biologia Reprodutiva e do Desenvolvimento da Universidade de Mildo culminaram no
desenvolvimento de um sistema de cultivo em duas fases denominado Sistema
Folicular (SF; Soares et al., 2017). Esse sistema foi projetado para se aproximar das
condigdes fisioldgicas dos foliculos pré-ovulatérios. A primeira fase € denominada pré-
MIV e tem em sua composicdo o NPPC, no intuito de manter a parada meidtica e
aumentar os niveis de GMPc nas CC (Zhang et al., 2010; Zhang et al., 2011; Franciosi
et al., 2014). A segunda fase € a MIV, que visa promover a ativagdo da cascata de
maturacdo com o uso de um indutor fisiolégico (AREG), associado ao fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) e concentragdes fisiolégicas de FSH
e hormonios esteroides (Soares et al., 2017).

O aprimoramento do SF tem sido objetivado pelo nosso grupo no intuito de
melhorar a qualidade oocitaria e a produgcéo embrionaria in vitro. No presente estudo,
inicialmente testamos diferentes concentracées de NPPC associadas ou ndo a NRG1
na primeira fase de cultivo. Posteriormente, testou-se a associacao AREG e NRG1 na
segunda fase do cultivo para completar o processo de maturacao.

O objetivo central deste estudo foi avaliar o impacto da estimulagao sequencial
durante a MIV utilizando suplementagdo com NPPC, AREG e NGR1 sobre a

maturacao nuclear oocitaria e a produgao embrionaria in vitro.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Maturagao oocitaria
O processo de maturagao oocitaria se inicia ainda na vida fetal, quando células
germinativas primordiais passam por sucessivas mitoses e posteriormente sao

envolvidas por células foliculares, tornando-se ovogbnias (Hyttel et al., 2012). As
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ovogodnias também se proliferam por sucessivas mitoses e apds uma ultima replicagao
de seu DNA, essas células entram em divisdo meiética, passando a ser denominadas
oaocitos (Albertini et al., 2003). A meiose é dividida em duas etapas, sendo que ao final
de cada uma ha a liberacdo de um corpusculo polar. Em mamiferos, o oécito comeca
a primeira fase da divisdo meidtica e para na etapa de dipléteno da préfase |,
conhecida como estagio de vesicula germinativa (GV), permanecendo assim até a
ativacgao folicular, que ocorre ao longo da vida reprodutiva da fémea (Eppig & O’Brien,
1996; Mehlmann, 2005). A retomada desse processo ocorre com o estimulo do pico
pré-ovulatério do hormoénio luteinizante (LH) (Gilchrist et al., 2008). Dessa forma, a
maturagéo que estava em pausa é retomada e ocorre a nivel nuclear e citoplasmatico
(Eppig, 2001).

2.1.1 Maturagao nuclear

A maturagdo nuclear consiste na retomada da progressdo meidtica e na
capacidade do odcito de sair do estagio de profase | e atingir a metafase Il, adquirindo
assim a competéncia meidtica (Sanchez e Smitz, 2012). Em odcitos imaturos, a
parada meidtica depende da manutencdo de alta concentracdo intracelular de
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). O AMPc atua como um mensageiro
secundario em diferentes vias de sinalizagao celular e regula a atividade de diversas
proteinas envolvidas na manuteng¢ao da parada meiotica (Mehimann, 2005).

A producédo do AMPc pode ocorrer tanto dentro do odcito, quanto nas células
adjacentes, como as células do cumulus (CC) e as células murais da granulosa (Conti
et al., 2002). Nas CC, ocorre a sinalizagao de receptores acoplados a proteina G que
ativam a adenilato ciclase, por fim convertendo ATP em AMPc. A passagem de AMPc
das CC para o citoplasma oocitario ocorre através das projecdes transzonais (TZPs),
extensbes das CC que atravessam a zona pelucida e estabelecem jungdes
comunicantes (jungdes GAP) com o odcito (Albertini et al., 2001). Essas juncgdes,
formadas por proteinas da familia das conexinas (Norris et al., 2009), permitem a troca
direta de pequenas moléculas entre as células (Macaulay et al., 2014).

A alta concentracdo de AMPc no meio intracelular inibe a atuagdo do fator
promotor de maturagao (MPF), que € uma proteina quinase crucial para a progressao
meidtica (Gilchrist, et al., 2011). Isso acontece porque o AMPc ativa e fosforila a
proteina quinase A (PKA), que entdo inativa componentes do MPF, mantendo,
portanto, o oécito em parada meiodtica na profase | (Gilchrist, 2011; Downs, 2010).
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Quando ha o pico de LH a retomada da meiose é desencadeada, o que acontece
pela reducao dos niveis de AMPc por meio da inibicdo da adenilato ciclase ou aumento
da atividade da fosfodiesterase tipo 3 (PDE3), uma enzima que degrada o AMPc
(Zhang et al., 2017). A queda dos niveis de AMPc resulta na inativacdo da PKA e,
logo, na ativagdo do MPF. O MPF degrada o envoltério nuclear, isto é, promove a
quebra da vesicula germinativa (GVBD), retomando a meiose e permitindo ao odcito
a progressao até a metafase Il (Adhikari & Liu, 2014), estagio em que é considerado

maduro, no quesito nuclear.
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Figura 1. llustracao retirada do livro Embriologia Veterinaria (Hyttel et al., 2012)
qgue demonstra as etapas da meiose no odcito. 1) Apds a conclusao da fase de sintese
de DNA (fase S) o odcito entra na primeira divisdo meidtica, passando por diferentes
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fases da profase e de conformagao da cromatina (leptéteno, zigéteno e paquiteno) até
alcancar o dipléteno, momento em que ocorre o bloqueio meidtico. Esse bloqueio
pode se estender por longos periodos, sendo a retomada observada apenas nos
oocitos recrutados a partir da puberdade, de forma progressiva ao longo da vida
reprodutiva. Com a retomada do ciclo, ocorre a separacdo dos cromossomos
homologos e a liberagéo do primeiro corpusculo polar. 2) Na segunda divisdo meidtica
0 odcito atinge a aptidao para fertilizagdo com o espermatozoide (metafase Il), e, apds
isso, a meiose é finalizada com a extrusao do segundo corpusculo polar e a formacgao

do zigoto.

2.1.2 Maturagao citoplasmatica

A maturacao citoplasmatica e a maturagao nuclear sao processos distintos, mas
que acontecem simultaneamente durante a maturagdo oocitaria. Um odcito com
competéncia meidtica ndo necessariamente tem maturidade citoplasmatica (Sanchez
e Smitz, 2012), o que pode acontecer devido ao descompasso entre esses processos,
resultando em odcitos com pouca competéncia para serem fecundados e progredirem
no desenvolvimento embrionario.

Durante a maturagao citoplasmatica ha uma redistribuicdo das organelas do
citoplasma, rearranjo do citoesqueleto e maturagdo molecular (Ferreira et al., 2009).
As mitocdndrias, que sao responsaveis pela produgao de energia celular, inicialmente
se encontram na periferia do odcito antes do pico de LH. Posteriormente, elas migram
para o centro do citoplasma, um processo que € mediado pelos microtubulos do
citoesqueleto (Muggleton-Harris e Brown, 1988; Sathananthan e Trounson, 2000). A
migracdo mitocondrial € de suma importancia pois sua distribuicdo adequada é
necessaria para a producao de ATP, essencial nas demandas energéticas durante a
meiose e posteriormente no desenvolvimento embrionario (Dumollard et al., 2006).
Além disso, ha migracao dos granulos corticais em dire¢cdo a membrana plasmatica
em preparagao para a exocitose durante a fertilizagcao (Hyttel et al., 2012). Ja o
rearranjo do citoesqueleto envolve organizagdo dos microtubulos e microfilamentos,
0s quais sao essenciais na formacgao do fuso meidtico e na segregacao cromossémica
(Sun e Schatten, 2006).

A maturacdo molecular esta interligada a maturagao citoplasmatica e envolve a
sintese e acumulo de RNAs e proteinas. Dessa forma, ela esta relacionada a atuagao
de organelas como os ribossomos, o reticulo endoplasmatico (RE) e o complexo de
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Golgi (Assey et al, 1994). Os ribossomos atuam na traducao de RNAm, e, associados
ao RE, sintetizam proteinas essenciais para a fertilizacao e posterior desenvolvimento
embrionario (Sirard et al., 2006). Ja o complexo de Golgi atua na secregdo de
moléculas e no transporte de proteinas e lipidios que formam membranas celulares
(Malhotra et al., 1989). Além disso, a comunicac¢ao bidirecional entre odcito e CC,
mediada pelas TZPs e suas jungdes comunicantes, € fundamental para a maturagéo
molecular, pois permite a transferéncia de substratos energéticos, fatores
antioxidantes, RNAs e outros reguladores necessarios para a competéncia oocitaria
(Macaulay et al., 2014, Buratini et al, 2021). A figura abaixo ilustra os processos que

ocorrem durante a maturacao citoplasmatica.
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Figura 2. llustragcao retirada do livro Embriologia Veterinaria (Hyttel et al., 2012).
Maturagéo oocitaria em bovinos ao longo do tempo. A) Antes do pico de LH o odcito
se encontra em parada meiética na profase I. A GV é localizada perifericamente (rosa),
e as organelas estdo distribuidas nas periferias do citoplasma. O odcito apresenta
reticulo endoplasmatico liso (REL, verde) associado a goticulas de lipidios (esferas
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pretas grandes) e mitocondrias (azul), complexo de Golgi (vermelho) e granulos
corticais aglomerados (esferas pretas pequenas. B) Cerca de 10 horas apds o pico de
LH ocorre a retomada meiotica. H& o rompimento da vesicula germinativa e os
microtubulos (linhas pretas) se associam aos cromossomos em condensagao para
formacgao do fuso meidtico. C) Aproximadamente 15 horas apds o pico de LH, o oécito
atinge a metafase |. As goticulas de lipidio aumentam em volume e em quantidade.
As mitocdndrias se organizam em torno das goticulas, distribuindo-se pelo citoplasma.
Numerosos ribossomos (pontos pretos) surgem, principalmente em torno dos
cromossomos. D) Cerca de 24 horas apds o pico de LH o odcito atinge a metafase |l
e tem a extrusdo do primeiro corpusculo polar. Os granulos corticais se encontram
préximos a membrana plasmatica. As goticulas de lipidio e as mitocéndrias ocupam

posi¢cdes mais centrais e a periferia € pouco ocupada por organelas.

2.2 Fatores reguladores da meiose

O horménio LH estimula a ovulacao e a luteinizagao dos foliculos pré-ovulatorios
(Richards et al., 1998), promove a expansao das CC e a maturagao oocitaria (Richards
et al., 2002; Noma et al., 2011). Dessa forma, o LH esta diretamente envolvido na
regulagdo da meiose. Ele induz a expressao de fatores de crescimento epidermais
(EGFs), conhecidos como “fatores EGF-like”, nas células da granulosa, como a
ampirregulina (AREG), epirregulina (EREG) e betacelulina (BTC) (Conti et al., 2012;
Shimada et al., 2016).

Os EGFs sao proteinas pertencentes a uma familia composta pelo EGF e fatores
EGF-like, que sao classificados em sete tipos de peptideos: fator de crescimento
transformador a (TGF-a), fator de crescimento semelhante ao EGF de ligagao a
heparina (HB-EGF), mitogeno epitelial (EPIGEN), AREG, EREG, BTC e as
neurorregulinas de 1 a 4 (NRG1-4) (Harris et al., 2003; Schneider & Wolf, 2009;
Richani & Gilchrist, 2017). Os EGFs-like atuam por ligagdes a receptores especificos
na superficie celular, ativando vias de sinalizagao que promovem o crescimento € a
divisao celular (Harris et al., 2003).

Nos mamiferos, as CC nao possuem receptores para o LH, e, portanto,
dependem da producédo de EGF-likes para mediar os efeitos do LH (Richani et al.,
2013). Uma vez sintetizados nas células murais da granulosa, os EGF-likes ativam
seus receptores nas CC (Gilchrist, 2011) e, por meio da via de sinalizacdo MAPK/ERK
(ativada pela AREG) e da via PKB/AKT (ativada pela NRG1), estimulam a retomada
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da meiose, a maturagdo oocitaria e a expressado de genes promotores da expansao
do cumulus (Freimann et al., 2004).

A ativagao do receptor (EGFR) pela AREG promove a queda nos niveis de AMPc
nas CC ao fechar as jungdes GAP e a retragao das TZPs (Macaulay et al., 2014), que
normalmente permitiriam a passagem de AMPc e do monofosfato ciclico de guanosina
(GMPc), inibidores da meiose (Robinson et al., 2012). O GMPc é produzido nas CC e
€ ativado pela sinalizagéo do peptideo natriurético tipo C (NPPC) quando ele se liga
ao receptor do peptideo natriurético tipo 2 (NPR2) nas CC e estimula a producéo de
GMPc, que é transferido para o odcito (Zhang et al., 2010). O GMPc inibe a PDE3,
enzima responsavel pela degradagdo do AMPc (Gilchrist, 2011). A reducéo do fluxo
de GMPc permite a hidrélise do AMPc, diminuindo a inibigdo da proteina quinase A
(PKA). Consequentemente, o fator promotor de maturagao (MPF) é desfosforilado e
ativado, permitindo ao odcito retomar a meiose e progredir para a metafase |l
(Sanchez e Smitz, 2012, Vaccari et al, 2009).

A NRG1 também é expressa em resposta ao LH nas células da granulosa e atua
em vias complementares. Enquanto a AREG se liga ao receptor EGFR, também
conhecido como ErbB1 ou HER (Conti et al., 2006) e ativa a via ERK1/2 (Freimann et
al., 2004), a NRG1 interage com o receptor ErbB3 que desencadeia a via de
sinalizacdo PKB/AKT (Noma et al., 2011; Kawashima et al., 2014), a qual esta
relacionada a modulagao da retomada meidtica, possivelmente por sua atuagao sobre
a via da PDE3 e do AMPc (Shimada et al., 2016). Além disso, a sinalizagao promovida
pela AREG e pela NRG1 pode ocorrer de forma sinérgica, contribuindo para a redugao
dos niveis de GMPc e AMPc nas CC e favorecendo a ativagdo do MPF no odcito
(Falls, 2003; Shimada & Yamashita, 2011). Dessa forma, AREG e NRG1 promovem,
por vias distintas, mas complementares, a retomada da meiose e a progressao para
a metafase Il, reforcando sua relevancia como moduladores-chave nos protocolos de
maturacéo in vitro (Noma et al., 2011; Kawashima et al., 2014).

Ja em relagao a promoc¢ao da expansao do cumulus, os EGF-like estimulam a
producao de acido hialurénico e outros componentes que favorecem esse processo e
facilitam a liberacdo do odcito durante a ovulagao (Park et al., 2004). A expansao das
CC é um evento essencial durante a maturagao oocitaria e esta diretamente ligada a
comunicagao bidirecional entre odécito e CC (Haghighat & Van Winkle, 1990; Assidi et
al., 2008). Essa comunicag¢ao, mediada por juncbes GAP, permite a transferéncia de
moléculas como AMPc, GMPc e RNAm, fornecendo suporte metabdlico e regulatério
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para o desenvolvimento e a progressédo da maturagao oocitaria (Macaulay et al., 2014;
Buratini et al., 2021). Essa mecanismos sdo fundamentais para a retomada meiotica,
e, consequentemente, para o desenvolvimento de competéncia oocitaria para a
fertilizagdo e o desenvolvimento embrionario (Gilchrist et al., 2008). Sendo assim, no
contexto da maturacao in vitro, a expansédo das CC é utilizada como um marcador

morfologico indireto da competéncia dos odcitos cultivados.
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Figura 3. Cascata de sinalizagao gerada pelo pico de LH na maturagéo oocitaria. A
sinalizac¢ao induzida pelo pico de LH nas células da granulosa promove a expressao
de fatores da familia EGF-like, como AREG e NRG1, que atuam nas CC. A AREG se
liga ao receptor ErbB1 (EGFR) e ativa a via de sinalizacdo ERK 1/2, que resulta na
diminuicao dos niveis de AMPc e GMPc nas CC, permitindo a retomada meidtica do
odcito. Por sua vez, a NRG1 atua principalmente pelo receptor ErbB3, cuja ativagao
desencadeia a via PKB/AKT, também envolvida na modulagao da retomada meidtica.
A ativacao dessas vias leva a regulagcéo da PDE3, reducéo dos niveis de AMPc nas

CC, reducao da inibicdo da PKA e consequente ativacao do MPF.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Os efeitos da MIV sequencial associada ao uso de NPPC e NRG1 foram
testados em uma sequéncia de quatro experimentos. No experimento 1 avaliou-se o
impacto da adicdo de NPPC em diferentes concentragdes, 0, 25, 50 e 100nM,
associadas ou ndo a NRG1 durante as 6 horas iniciais da MIV. As diferentes
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concentragdes de NPPC foram testadas utilizando-se o mesmo meio de base, com o
intuito de definir a melhor dose efetiva de NPPC e se o impacto deste fator poderia
ser potencializado na presenga de NRG1. Os oécitos foram desnudos e corados com
Hoechst para analise da GV.

No experimento 2, apos definicdo da concentracdo de NPPC, essa dose foi
utilizada nas 6 primeiras horas da MIV. Em seguida, o meio de cultivo foi substituido
pelo Sistema Folicular (SF), anteriormente elaborado pelo laboratério, acrescido de
NRG1 (SF+ N). Foram comparados trés grupos: FSH com maturagcdo continua,
maturacgédo bifasica no SF sem AREG (Sequencial 6h) por 6 horas, seguida de SF +N,
e maturacao bifasica do melhor tratamento do experimento 1 (Sequencial NPPC 6h)
por 6 horas seguida de SF + N. Os COCs foram desnudos e corados com Hoechst
para analise da progressao meiética as 8, 10 e 22 horas de MIV.

No experimento 3 analisou-se os efeitos dos tratamentos do experimento 2
sobre a produgao embrionaria. Os mesmos grupos foram submetidos a MIV por 24
horas, apds o que os COCs foram submetidos a FIV e ao CIV. No terceiro dia de
cultivo (D3) analisou-se a taxa de clivagem. Apds 8 dias de cultivo completos, no
oitavo dia de cultivo (D8) a produgao embrionaria foi avaliada e os embrides foram
corados com Hoechst para a contagem total das células embrionarias.

No experimento 4 foi mantida a concentracdo de NPPC previamente
selecionada no experimento 1, testando-se sua aplicagcao na primeira etapa da MIV
por dois periodos distintos: 9 horas e 12 horas. Apos esses intervalos os meios de
cultivo foram substituidos pelo meio SF + N para continuidade da maturagédo. Os
grupos experimentais foram: FSH (maturacao continua), grupo Sequencial NPPC 9h,
no qual os COCs permaneceram por 9 horas no meio com NPPC antes da troca para
SF + N, e grupo Sequencial NPPC 12h, com a troca para o meio SF + N as 12 horas
da MIV. Os COCs foram desnudos e corados com Hoechst para analise da progressao
meidtica as 11 e 14 horas de MIV.

Os experimentos foram realizados com grupos contendo pelo menos 20 oécitos
em 5 réplicas. O delineamento experimental esta ilustrado abaixo (Fig. 1) e a

composicao dos meios € definida a seguir.
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Experimento 4
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Figura 4. Representagcdo esquematica do sistema de maturagao proposto nos

quatro experimentos com os principais indutores e procedimentos.

3.2 Obtencgao dos complexos cumulus-oécito (COCs) post mortem

Os COCs foram coletados de ovarios bovinos obtidos em abatedouro local. Os
ovarios foram conduzidos ao laboratorio imersos em solugéo salina (0,9% NaCl)
aquecida a 37°C e utilizados imediatamente. Apds a higienizagdo dos mesmos com
solugéo salina e alcool 70%, foi realizada a aspiragao do fluido folicular dos foliculos
com diametro de 2 a 8 mm 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 formagao de um pellet. Apds sedimentacgéo no liquido folicular, os
COCs foram recuperados e selecionados em um estereomicroscopio. Apenas odcitos
com citoplasma homogéneo e pelo menos cinco camadas de células do cumulus

foram utilizados nos experimentos.

3.3 Maturagao oocitaria in vitro

Apos a selegao, os COCs foram lavados em meio TCM 199 com sais de Earle
e 25mM de HEPES (ambos Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), suplementado com
amicacina (75ug/mL) e albumina sérica bovina (BSA, 4mg/mL, Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, EUA), denominado meio LAV. Os COCs foram separados em grupos com
25-30 e transferidos para a placa de maturagdo. Placas de 4 pogos (NUNC®
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA) foram previamente preparadas com
500uL de meio por poco. Em todos os experimentos foi utilizado meio de maturagao
base composto por TCM 199 com sais de Earle (Sigma Aldrich St. Louis, MO, EUA) e
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bicarbonato, suplementado com piruvato (22uL/mL), amicacina (75pg/mL), BSA
(4mg/mL) e cisteamina (10uL/mL). Apos a transferéncia dos COCs para as placas,
elas foram colocadas na incubadora a temperatura de 38,5°C e umidade saturada do
ar com 5,5% de COa.

Experimento 1: o primeiro experimento foi feito para determinar a
concentracéo ideal de NPPC no meio de maturacéo e a sua interacao com a NRG1.
Para isso, 8 grupos diferentes foram testados e todos eram compostos pelo meio de
maturagéo base acrescido de r-hFSH (0,01 Ul/mL, rh-FSH, Gonal-f®, Merck Serono
S.A, Aubonne, Suiga), fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF1, 10
ng/mL), 17B-estradiol (50 ng/mL) e progesterona (150 ng/mL) denominado como meio
SF sem AREG (Grupo Sequencial). Diferentes concentragdes de NPPC (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foram adicionadas ao meio, sendo elas: 0, 25, 50 ou
100nM, o que corresponde aos grupos NO, N25, N50 e N100, respectivamente. Além
disso, essas mesmas concentragdes foram associadas a 1 ng/mL de NRG1 (rh-
Neuregulin 1, R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA), o que corresponde aos grupos
N+ NO, N+ N25, N+ N50 e N + N100. Todos os grupos ficaram na incubadora durante
6 horas de cultivo e apdés esse periodo os odécitos foram desnudos e fixados em
metanol 60% para posterior analise da progressao meiotica.

Experimento 2: a partir do experimento 1 determinou-se que o grupo com
maior impacto positivo foi o N50. Sendo assim, ele foi utilizado para testar sua
eficiéncia na MIV sequencial. Foram testados 3 grupos diferentes, sendo eles: (1)
FSH, meio de maturagao base acrescido de r-hFSH (0,1 Ul/mL) como grupo controle;
(2) Grupo Sequencial 6h, ja descrito anteriormente, e (3) Grupo Sequencial NPPC 6h,
correspondendo ao meio N50. Para a MIV sequencial, os grupos Sequencial 6h e
Sequencial NPPC 6h tiveram a troca do meio de cultivo apés 6 horas de maturagao
para o meio composto por r-hFSH (0,01 Ul/mL), AREG (100 ng/mL, rh-Amphiregulin,
R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA), NRG1 (1 ng/mL), IGF1 (10 ng/mL), 17B-
oestradiol (50 ng/mL) e progesterona (150 ng/mL) denominado SF + N. Os COCs
foram maturados e analisados apds 8, 10 e 22 horas de cultivo, seguindo 0 mesmo
protocolo de desnudar e fixar em metanol 60%.

Experimento 3: foram utilizados os mesmos grupos de tratamentos do
experimento 2, que passaram por 24 horas de maturacédo. Os grupos Sequencial 6h
e Sequencial NPPC 6h tiveram a troca do meio depois de 6 horas de cultivo. Apds o
periodo de maturagao, os COCs foram classificados quanto ao grau de expansao das
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CC, com base na morfologia e no numero de camadas celulares. A classificagao foi
feita em trés graus (1, 2 e 3), em ordem crescente de expansao, sendo, grau 1: pouca
ou nenhuma expansao das CC, grau 2: expansao parcial das camadas de CC, grau
3: expansao total das CC, com multiplas camadas celulares e maior competéncia
oocitaria. Posteriormente foram submetidos a FIV e ao CIV para a avaliagéo das taxas
de clivagem e formagao de blastocistos.

Experimento 4: a partir dos resultados obtidos nos experimentos 2 e 3 decidiu-
se testar novos horarios para a troca dos meios no cultivo sequencial. Sendo assim,
ao invés de realizar a troca apds 6 horas de maturacao, ela foi feita em dois novos
horarios: apds 9 horas e apds 12 horas. Foram testados trés grupos diferentes: (1)
FSH, meio de maturagao base acrescido de r-hFSH (0,1 Ul/mL) como grupo controle;
(2) Grupo Sequencial NPPC 9h, correspondendo ao meio N50 por um periodo de 9
horas e posterior troca para o meio SF + N, semelhante ao do experimento 2 e (3)
Grupo Sequencial NPPC 12h, correspondendo ao meio N50 por um periodo de 12
horas e posterior troca para o meio SF + N. Os COCs foram maturados e analisados
apos 11 e 14 horas de cultivo, seguindo o mesmo protocolo de desnudar e fixar em

metanol 60%.

3.4 Fertilizagao in vitro (FIV) e Cultivo in vitro (CIV)

Para realizar a FIV utilizou-se protocolo baseado em Soares et al. (2017).
Espermatozoides criopreservados foram separados em 45% - 90% de gradiente de
Select Sperm® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil), foram contados e adicionados nos
diferentes pogos na concentragédo final de 2x10° espermatozoides/mL. COCs e
espermatozoides foram colocados em placas de 4 pogos (NUNC®) contendo 300uL
de meio FIV® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) durante 12h a 38,5°C em 5,5% de
CO2 com ar umidificado. Depois desse periodo, os provaveis zigotos foram desnudos
por sucessivas pipetagens em meio LAV e transferidos para placa de 4 pocgos
(NUNC®) com 500uL de meio de cultivo embrionario CIV® (Botupharma, Botucatu, SP,
Brasil) enriquecido com 2,5% de soro fetal bovino (SFB, Cripion, Andradina, SP,
Brasil). O cultivo foi realizado em incubadora com mistura gasosa de 5% de O2, 5%
de CO2 e 90% de N2 a 38.5°C em ar umidificado. No terceiro dia de cultivo (D3) foi
avaliada a taxa de clivagem dos embrides formados, no estereomicroscoépio. Apoés oito
dias de cultivo (D8), avaliou-se a taxa de blastocistos, com classificagdo dos embrides

em nao expandidos (blastocistos iniciais e blastocistos), expandidos e eclodidos
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(IETS, 42 edicdo). Os embrides foram fixados em metanol 60% e posteriormente
colocados entre lamina e laminula com glicerol e Hoechst 33342 (Invitrogen, Waltham,
MA, EUA). Apos a coloragéo os nucleos celulares da trofectoderme e da massa celular

interna foram contados em microscépio de fluorescéncia.

3.5 Analise da progressao meiética

Apos os tempos de maturacdo descritos para os experimentos 1, 2 e 4, os
oocitos foram desnudos por sucessivas pipetagens em meio LAV. Os odcitos foram
fixados em metanol 60%, corados com Hoechst 33342 e glicerol e colocados entre
uma lamina e laminula. As laminas foram analisadas em microscoépio de fluorescéncia
e classificadas quanto a progressao meidtica por meio da analise do material genético
em diferentes fases, sendo elas: vesicula germinativa (GV), quebra da vesicula
germinativa (GVBD), metafase | (Ml), anafase-tel6fase (AnaTel), metafase Il (Mll) e
degenerado (DEG) (Luciano and Lodde, 2013).

3.6 Analise estatistica

Todos os experimentos foram repetidos ao menos cinco vezes e com no minimo
20 odcitos por grupo. Os efeitos dos tratamentos descritos acimas foram testados
utilizando-se o software GraphPad Prism. Os dados foram avaliados quanto a
normalidade pelo teste de Shapiro Wilk. Para dados com distribuigcdo normal, utilizou-
se ANOVA seguida pelo teste de Tukey para comparagao dos grupos. No caso de
distribuicdo nao-normal, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn. Embora alguns dados nao tenham apresentado distribuicdo normal, optou-se
por manter a apresentacao dos resultados na forma de média + erro padrdao da média
(EPM) para fins de padronizagao. As diferengas foram consideradas significativas

quando p < 0,05.

4 RESULTADOS

O percentual de odcitos em GV apéds 6h de cultivo ndo variou entre as 8
composigdes testadas no experimento. A média do grupo N50 (94.98 + 1.76%, p=
0,5430) foi numericamente maior dentre os tratamentos (Fig 2) e por isso escolhida

para ser utilizada no experimento 2.
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Figura 5. Efeitos da adicdo de NPPC em diferentes concentragdes associadas
a NRG1 ou n&o durante 6 horas de MIV.

Figura 6. Imagens de microscopio com um odcito mostrando a GV corada pelo
Hoechst 33342 na luz branca, luz branca + fluorescéncia e apenas fluorescéncia,

respectivamente.

Ao analisar diferentes momentos da maturagcdo no segundo experimento (8, 10
e 22 horas), observou-se que as 8 horas os grupos FSH (54.63 + 6.67%) e Sequencial
NPPC 6h (50.92 + 7.40%) obtiveram resultados semelhantes em relagcdo a GV,
enquanto o Sequencial 6h (19.58 + 5.96%, p = 0.0034) resultou numa taxa menor. As
10 horas, a taxa de GVBD + MI foi menor no FSH (59.84 + 7.40%) e similar entre o
Sequencial 6h (92.71 £ 0.52%) e o Sequencial NPPC 6h (90.68 + 3.20%, p = 0.0002).
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Ao final da maturagédo, as 22 horas, ndo houve diferenga significativa entre os
tratamentos (FSH: 58.71 £ 9.93%; Sequencial 6h: 74.88 + 3.77%; Sequencial NPPC
6h: 72.20 £ 4.10%, p = 0.2047) (Fig 7).
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Figura 7. Analise da progressao meiética oocitaria ao final de 8, 10 e 22 horas de

MIV nos grupos FSH, Sequencial 6h e Sequencial NPPC 6h.
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No experimento 3 n&o foi constatada diferenga estatistica significativa no grau
de expansado das CC dos COCs no momento da FIV (24h de MIV), assim como nas
taxas de clivagem, de blastocistos, de embrides expandidos e eclodidos pelo total de
oocitos e pelo total de embrides e nem na quantidade de células embrionarias totais.
Os dados obtidos séo representados graficamente na figura abaixo e apresentados

detalhadamente, em porcentagem * erro padrdo da média, na Tabela 1.
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Figura 8. Impacto da adicao de NPPC e da estimulacdo sequencial durante a
MIV sobre a produgao embrionaria. a) Porcentagem de COCs que atingiram o grau 3
de expansao apos 24 horas de MIV. b) Porcentagem de embrides clivados no D3 apés
a CIV. ¢) Porcentagem de blastocistos formados no D8 em relagao ao total de odcitos
cultivados. d) Numero de células embrionarias totais no D8. e) Porcentagem de



34

blastocistos expandidos e eclodidos pelo total de odcitos no D8 f) Porcentagem de

blastocistos expandidos e eclodidos pelo total de embrides formados no D8.

Grupo

FSH

Sequencial
6h

Sequencial NPPC

6h

Expansao COCs
Clivagem
Blastocistos
Células totais
Expandidos e eclodidos
/total odcitos

Expandidos e eclodidos

(84.21 + 3.82%)
(66.32 £2.61%)
(29.8 + 4.72%)
(127.1 + 6.52%)
(26.13 + 4.84%)

(82.74 £ 5.27%)

(89.4 £2.51%)
(72.83 + 4.48%)
(24.48+ 2.40%)
(123.6 + 6.47%)
(21.87 £ 2.78%)

(84.05 £ 9.62%)

(90.13 + 1.74%)
(74.99 + 4.65%)
(25.16 + 3.63%)
(125.3 + 6.23%)
(23.12 + 3.73%)

(89.31 + 4.07%)

/total embrioes

Tabela 1. Resultados em porcentagem referentes a produgéo embrionaria realizada
no terceiro experimento. Os dados sido apresentados pela média + erro padrdo da

média

No experimento 4, apos 11 horas de maturacao os grupos FSH (12.77 £ 2.8%)
e Sequencial NPPC 9h (11.68 + 4.92%) obtiveram resultados semelhantes em relagao
a GV, enquanto o Sequencial NPPC 12h (29.18 + 4.64%, p = 0.0216) resultou numa
taxa maior, diferenciando-se dos demais. Ao unir as taxas de GVBD e MI apds 11
horas de MIV, houve uma tendéncia de diferenga entre os grupos FSH (81.38 + 5.35%)
e Sequencial NPPC 9h (83.10 + 5.43%) com o grupo Sequencial NPPC 12h (63.91 £
6.03%, p = 0,0606). As taxas de AnaTel ndo foram consideradas, assim como a de
degenerados. Ja apdés 14 horas de maturagdo ndo houve diferenca estatistica
significativa na taxa de GV entre os grupos FSH (8.00 + 4.01%), Sequencial NPPC 9h
(3.79 £ 1.94%) e Sequencial NPPC 12h (10.37 + 3.94%, p = 0.4133), assim como nas
taxas de GVBD + MI (FSH: 64.49 + 8.99%; Sequencial NPPC 9h: 75.61 + 10.31%;
Sequencial NPPC 12h: 72.67 + 6.52%, p = 0.6559) e de AnaTel (FSH: 16.74 £ 5.84%;
Sequencial NPPC 9h: 17.54 + 9.13%; Sequencial NPPC 12h: 13.08 £ 6.83%, p =
0.8653) (Fig 9).
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Figura 9. Efeitos do tratamento sequencial com NPPC utilizando diferentes
duragdes das fases inicial e final (Sequencial NPPC 9h e Sequencial NPPC 12h) sobre

a dindmica da maturacao nuclear as 11 e 14 horas de MIV.

5 DISCUSSAO

A MIV de COCs bovinos € uma técnica de eficacia limitada essencial para a
producao de embrides in vitro. Estudos anteriores com um sistema de cultivo em duas
fases ja foram realizados no intuito de prolongar a parada meidtica e favorecer a
sincronia da maturacdo nuclear e citoplasmatica, e consequentemente, otimizar a
producdo embrionaria (Buratini et al., 2021, Gilchrist et al., 2016). Na busca de um
sistema de cultivo que permita maior competéncia oocitaria e producao embrionaria,
nosso laboratério tem investigado a divisao da MIV em duas etapas. Este estudo teve
como proposta ajustar a fase inicial da maturacao utilizando referenciais fisioldgicos
para diminuir o descompasso entre as maturagdes nucleares e citoplasmaticas. Para
isso, testamos os efeitos da suplementagdo com NPPC e NRG1 numa primeira etapa
da maturagao sobre a dinamica da maturacéo nuclear e produgcdo embrionaria.

A NRG1 desempenha um papel fundamental na maturagao oocitaria ao ativar a

via de sinalizagdo e promover a cascata de maturagdo em sincronia com a AREG
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(Conti & Franciosi, 2018; Richani et al., 2013), contribuindo para sincronizar a
maturag&o nuclear com a citoplasmatica e garantir que o odcito esteja pronto para a
fertilizacdo no momento adequado. Acreditava-se que, além dessa funcédo, a NRG1
poderia atuar de forma independente como um bloqueador da retomada meidtica
precoce, prevenindo a maturagcdo descoordenada. No entanto, os resultados obtidos
apos 6 horas de maturacao ndo confirmam essa hipoétese.

A presenca de NRG1 no meio de maturagao contendo diferentes doses de NPPC
nao alterou a dindmica da maturagao nuclear oocitaria. A auséncia de efeitos da
adicdo da NRG1 pode ser decorrente de uma fungdo moduladora apenas mediante
estimulacéo da cascata de maturagdo com outros fatores EGF-like, conforme sugerido
pela literatura (Noma et al., 2011; Kawashima et al., 2014, Dellaqua et al., 2023).

Ja em relagao aos grupos que continham apenas NPPC, a auséncia de diferenga
estatistica significativa sugere que todas as doses foram igualmente eficazes,
indicando que o tempo de avaliacdo deveria ser estendido para melhor diferenciar
seus efeitos. Ainda assim, o fato de todos os grupos permanecerem em GV sugere
que, embora o bloqueio da maturagao meidtica ndo tenha sido exclusivo do NPPC,
este pode ter contribuido para reforgar ou prolongar esse bloqueio, 0 que corrobora
estudos anteriores que indicam a importancia dos niveis de NPPC na manutencéao da
parada meiética pelo aumento de GMPc no oécito (Peng et al., 2013; Franciosi et al.,
2014; Sanchez et al., 2017) e o bloqueio eficiente da maturagao nas primeiras horas
€ essencial para preservar a viabilidade e competéncia do odécito (Conti et al., 2012).

A eficiéncia do NPPC em manter a vesicula germinativa por mais tempo também
€ observada ao se analisar os resultados obtidos apos 8 horas de maturagéao, em que
o grupo Sequencial 6h apresentou uma menor taxa de GV em comparagéo ao grupo
Sequencial NPPC 6h. Esse resultado reforga o papel crucial do NPPC na prevengao
da quebra da vesicula germinativa de forma precoce, ao retardar o avango para a
maturacao nuclear e prolongar a fase de bloqueio meidtico.

Por outro lado, ao introduzir fatores como AREG e NRG1 apés o periodo de 6
horas de maturacdo, observou-se uma ativagdo quase imediata da cascata de
sinalizagao envolvida na maturagao oocitaria nos grupos Sequencial 6h e Sequencial
NPPC 6h. Isso se reflete nas maiores taxas de GVBD e MI observadas apés 10 horas
quando comparados ao grupo FSH. Apesar do NPPC ter bloqueado a retomada
meidtica nas 6 horas iniciais, a introducao desses fatores logo desencadeou a cascata
de maturagdo. A AREG e a NRG1 sdo conhecidas por desencadear vias de
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sinalizagdo do EGFR, o que acelera a reentrada do odcito no ciclo meidtico e assim
promove a maturagcdo nuclear mais rapidamente (Park et al., 2004; Richani et al.,
2013), o que de fato foi visto. Esses resultados sugerem entdo que, uma vez que
esses fatores estdo presentes no meio de cultivo, a maturagao oocitaria avanca mais
rapidamente do que quando o processo é conduzido apenas pelo FSH.

Ao final das 22 horas de cultivo, todos os grupos alcangaram de forma
semelhante o estagio final da maturagéo nuclear, o que corrobora com estudos que
dizem que uma vez ocorrida a quebra da vesicula germinativa, a maturagéo nuclear
se completa em um periodo de 24-48 horas (Sirard et al., 2006; Conti & Franciosi,
2018). Ainda que todos os tratamentos tenham atingido esse estagio de maturagao
nuclear, investigou-se a competéncia oocitaria de cada grupo por meio da analise da
producao embrionaria, permitindo uma avaliagdo mais detalhada sobre o impacto de
cada protocolo na qualidade e no potencial de desenvolvimento dos odcitos.

A analise dos dados de produgdo embrionaria nido revelou diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos quanto as taxas expansao das CC
dos COCs, de clivagem, formagao de blastocistos, quantidade total de células
embrionarias e taxas de embrides expandidos e eclodidos, tanto em relacao ao total
de odcitos como de embrides, indicando efeitos semelhantes no desenvolvimento
embrionario até o estagio de blastocisto.

Ainda que n&o se tenha observado diferengas estatisticas, houve tendéncia
numérica de maior expansao das CC e clivagem nos grupos Sequencial 6h e
Sequencial NPPC 6h, possivelmente devido a acgao sinérgica de AREG e NRG1 na
expansdo das CC durante a maturagao oocitaria. Por outro lado, o grupo FSH
apresentou tendéncia a maiores taxas de blastocistos, sugerindo que a maturagao
continua também garante boa competéncia oocitaria e suporte eficiente para o
desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto (Sirard et al., 2006; Richani
& Gilchrist, 2018). Essas observagdes indicam que ajustes no tempo de exposicao ao
protocolo sequencial poderiam potencializar tanto a expansao inicial das CC quanto o
desenvolvimento embrionario final.

Além disso, o fato de ambos os tratamentos terem apresentado uma producéao
embrionaria similar a do FSH permite a consideracgao de alternativas mais fisioldgicas,
minimizando possiveis impactos negativos do uso prolongado de FSH na viabilidade
e qualidade embrionaria a longo prazo (Conti & Franciosi, 2018; Richani & Gilchrist,
2018). A introducdo do NPPC, em particular, ao atuar na manutencédo da parada
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meiodtica, reforca a possibilidade de otimizar os protocolos de MIV, e, com isso, o
experimento 4 surgiu como uma tentativa de otimizac&o ao avaliar o efeito da extensao
do tempo de exposicdo ao NPPC na primeira fase do cultivo bifasico.

Os resultados obtidos apds 11 horas de MIV demonstraram que o uso do meio
contendo NPPC por 12 horas (Sequencial NPPC 12h) promoveu maior porcentagem
de odcitos em estagio de GV quando comparado ao FSH e ao grupo exposto por 9
horas. E importante ressaltar que, no experimento 2, os grupos Sequencial 6h e
Sequencial NPPC 6h apds 10 horas de cultivo apresentaram taxas de GVBD + Ml
superiores a 90%, enquanto no experimento 4, tanto o grupo Sequencial NPPC 9h
(83.10 £ 5.43%) quanto o Sequencial NPPC 12h (63.91 + 6.03%) tiveram taxas de
GVBD + MI menores, com tendéncia a diferenga estatistica entre eles, o que sugere
que prolongar o tempo de exposigao ao NPPC foi eficiente no bloqueio da retomada
meidtica, principalmente no grupo Sequencial NPPC 12h.

Apods 14 horas, no entanto, as diferengas entre os grupos testados ndo foram
significativas, o que pode indicar que o bloqueio conferido pelo NPPC atinge um limite,
levando a retomada espontanea da meiose, ou ainda que, assim como observado no
experimento 2, a introducdo da AREG e da NRG1 promove a retomada quase
espontanea da meiose, e essa hipotese pode justificar a taxa de GVBD + MI do grupo
Sequencial NPPC 12h estar semelhante aos demais grupos.

Ainda assim, o tempo de exposi¢do ao NPPC se confirma como um fator crucial
no desenvolvimento de protocolos bifasicos. Neste estudo, os efeitos do protocolo
sequencial com exposi¢cdes de 9 e 12 horas ao NPPC sobre a produ¢gao embrionaria
nao foram avaliados devido aos limites temporais do mestrado. No entanto, a extensao
do cultivo por um periodo de 12 horas pode representar uma estratégia promissora

para melhorar a qualidade oocitaria e aprimorar o desenvolvimento embrionario.

6 CONCLUSAO

Em conjunto, os dados sugerem que o cultivo sequencial, com uma fase inicial
suplementada com NPPC e sem ativacado da cascata ovulatéria, seguida da adi¢cao
de AREG e NRG1 apds cerca de 12 horas, pode representar uma estratégia valida
para modular a maturac&o nuclear e proporcionar melhor sincronia com a maturagao

citoplasmatica e molecular, favorecendo a competéncia oocitaria e,
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consequentemente, a producdo de embrides in vitro. Estudos adicionais sdo ainda

necessarios para avaliar essa possibilidade.
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