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RESUMO

A producéo in vitro de embrides (PIV) bovinos apresenta impacto positivo sobre
melhoramento genético, produtividade e lucratividade da pecuéria, embora sua eficiéncia
seja reconhecidamente baixa. A maturacdo oocitaria in vitro (MIV) é considerada o
principal gargalo tecnolégico da PIV. Os protocolos vigentes para MIV ndo refletem a
fisiologia e determinam descompasso entre a maturacdo nuclear e citoplasmética do
odcito, 0 que desperta interesse no desenvolvimento de abordagens para melhorar as taxas
de maturacdo e fertilizacdo. A neurorregulia 1 (NRG1), um fator EGF-like especifico que
modula as vias induzidas por EGFR, principalmente ampirregulina (AREG), ajustou a
retomada da meiose e melhorou a taxa de fertilizagdo em camundongos. O objetivo
central deste estudo foi investigar os efeitos da adicdo de NRG1 durante a MIV sobre a
progressdo meidtica e desenvolvimento embrionario em bovinos, associada a uma
estratégia de MIV induzida com AREG. A NRG1 atrasou a quebra da vesicula
germinativa e melhorou o desenvolvimento embrionario, aumentando a producdo de
embribes transferiveis e 0 numero total de células dos blastocistos. O presente estudo
mostrou, pela primeira vez, a atividade da NRG1 durante a maturacéo de odcitos bovinos,

capaz de beneficiar a competéncia oocitaria e, consequentemente, a PIV.

Palavras-chave: NRG1, maturacdo nuclear, PV, ERK1/2, PKC.



ABSTRACT

In vitro production (IVVP) of bovine embryos has been a positive impact on productivity
and profitability in beef and dairy cattle despite its recognized low efficiency. In vitro
maturation (IVM) is considered to be the main technical bottleneck of IVP. Current IVM
protocols do not reflect the physiology and determine desynchronization between nuclear
and cytoplasmic oocyte maturation, which arouses interest in the development of
approaches to improve the maturation and fertilization rates. Neuregulin 1 (NRG1), a
specific EGF-like factor that modulates the EGFR-induced pathways, mainly
amphiregulin (AREG), adjusted the meiosis resumption and improved the fertilization
rate in mice. The goal of this study was to investigate the effects of the NRG1 addition
during IVM on meiotic progression and embryo development in cattle, associated with
an IVM strategy induced with AREG. NRG1 delayed the germinal vesicle breakdown
and improved embryo development, increasing the production of transferable embryos
and total embryonic cell number. The present study showed, for the first time, the activity
of NRG1 during the oocyte maturation of bovine, able to benefit oocyte competence and,

consequently, IVP.

Keywords: NRG1, nuclear maturation, IVP, ERK1/2, PKC.



LISTA DE ABREVIATURAS

ADAMs = familia das desintegrinas e metaloproteinases
AMPc = monofosfato ciclico de adenosina

AREG = ampirregulina

ATP = adenosina tri-fosfato

BMP15 = proteina morfogénica ¢ssea 15

BSA = albumina sérica bovina

BTC = betacelulina

CC = células do cumulus

CIV = cultivo in vitro

COC = complexo cumulus-o6cito

CO; = di6éxido de carbono

COX 2 = ciclooxigenase 2

Cx-37 = conexina 37

Cx-43 = conexina 43

DEG = degenerado

EGF = fator de crescimento epidermal

EGF-like = fatores semelhantes ao fator de crescimento epidermal
EGFR/ErbBL1 = receptor de EGF

EPGN = mitogénio epitelial

ErbB2-4/HER2-4 = receptor de EGF-like

EREG = epirregulina

ERK = quinases reguladas por sinais extracelulares
ERK1/2 = quinases reguladas por sinais extracelulares do tipo 1 e 2
FGF = fator de crescimento de fibroblastos

FIV = fecundacéo in vitro

FSH = hormonio foliculo estimulante

GDF9 = fator de crescimento e diferenciacdo 9

GJ = juncBes comunicantes do tipo gap

GMPc = monofosfato ciclico de guanosina

GRP3 = receptores acoplados a proteina G do tipo 3
GV = vesicula germinativa

GVBD = quebra da vesicula germinativa

HA = 4cido hialurbnico



HAS?2 = hialurona sintase 2

HB-EGF = fator de crescimento semelhante ao EGF de ligacdo a heparina
IGF-1 = fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1
LH = horménio luteinizante

LHR = receptor de LH

MAPK = proteina quinase ativada por mitégenos
MGC = células da granulosa mural

MI = metafase |

MII = metéafase Il

MIV = maturagéo in vitro

MPF = fator promotor da maturacao

mtDNA = &cido desoxirribonucleico mitocondrial
MRNA = 4cido ribonucleico mensageiro

N2 = nitrogénio

NaCl = cloreto de sédio

NPPC = peptideo natriurético tipo C

NPR2 = receptor peptideo natriurético tipo 2
NRG1-4 = neurorregulina 1-4

O, = oxigénio

OSF = fatores secretados pelo oécito

PBS = tampao fosfato-salina

PDE3A = fosfodiesterase do tipo 3A

PG = prostaglandinas

PGE2 = prostaglandina E2

PIV = producéo in vitro de embrides

PKA = proteina quinase A

PKC = proteina quinase C

PTGS2 = prostaglandina sintetase 2

PTX3 = pentraxina 3

RNA = acido ribonucleico

SF = sistema folicular

TGFa = fator de crescimento transformador-a
TNFAIP6 = fator de necrose tumoral 6

TZP = projegdes transzonais
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Figura 1 - Representacdo esquematica da coordenacdo de GMPc e AMPc no controle da
parada meiotica. A estimulacéo do receptor peptideo natriurético tipo 2 (NPR2) induzida pelo
peptideo natriurético tipo C (NPPC) nas células da granulosa mural e do cumulus aumenta as
concentragdes intracelulares de GMPc em ambas as células. A manutencédo da funcionalidade
das juncdes gap permite a passagem do GMPc até o odcito, impedindo que a fosfodiesterase
do tipo 3A (PDE3A) hidrolise 0 AMPc em 5’AMP, o que mantém os niveis de AMPCc
suficientes para inibir a quebra de vesicula germinativa

Figura 2 - Representacdo esquematica do controle da retomada meidtica. In vivo, o pico de
LH ativa o seu receptor (LHR) e provoca desfosforilacdo e inativacdo de NPR2, o que diminui
a producdo de GMPc nas células da granulosa mural (MGC). Essa ligacdo, na presenca de
altos niveis de AMPc, também ativa a cascata p38MAPK e induz a expressdo de EGF-like
[ampirregulina (AREG), epirregulina (EREG) e betacelulina (BTC)]. Apds ativacao, 0s EGF-
like se ligam aos seus receptores (EGFR) presentes tanto nas MGCs quanto nas células do
cumulus (CCs) e promovem a autofosforilacdo dos mesmos, o que permite a ativacao da via
ERKZ1/2. Esta via induz a liberacdo de prostaglandina E2 (PGE2) e ativacdo de p38MAPK,
amplificando a expressdo dos EGF-like nas MGCs e CCs, além disso, ERK1/2 auxilia na
fosforilagdo das conexinas (Cx-43 e Cx-37) que induz o fechamento das jungdes gap
responsaveis por regular o transporte de GMPc e AMPc entre as células, comprometendo a
acao inibitéria de GMPc sobre a PDE3A no odcito. AMPc também € sintetizado de maneira
autdbnoma no odcito por receptores acoplados a proteina G constitutivamente ativo (GPR3).
A PDE3A hidrolisa AMPc em 5’-AMP, prejudicando a atividade da PKA e consequente
ativacdo do MPF, que fosforila proteinas que circundam o envelope nuclear, resultando na
quebra da vesicula germinativa (GVBD) e retomada da meiose. O odcito secreta fatores
BMP15 e GDF9 que ativam a via SMAD2/3 ap06s se ligarem aos seus receptores nas CCs.
Esta via regula a biossintese de esteroides, luteinizacdo e metabolismo energético da célula,
além de induzir a expressao de genes relacionados com a expansdo do cumulus [hialurona
sintase 2 (HAS2), fator de necrose tumoral 6 (TNFAIP6 ou TSG6) e pentraxina 3 (PTX3)].
A sinalizacdo EGFR também estd envolvida na expressdo destes genes e expansdo do
cumulus. In vitro, o FSH ativa seu receptor (FSHR) e estimula a expressdo de EGF-like via
p38MAPK e consequente ativagdo de fatores que promovem a retomada da
LT L0 1T TSRO P ST PTURRPRTRRPRN Pg. 21

Figura 3 — Representagdo esquematica dos papéis de EGFR e NRG1 durante a maturacao
oocitaria. O pico pré-ovulatério de LH induz a expresséao de fatores EGF-like [ampirregulina
(AREG), epirregulina (EREG) e neurorregulina 1 (NRG1)] em células da granulosa mural
(MGC). AREG e EREG atuam no receptor EGFR, expressos tanto nas MGCs quanto nas
células do cumulus (CC), para estimular a via ERK1/2 e a PKC. Ambas as vias ativam



expressdes génicas envolvidas no processo de ovulagdo, no entanto, a ativagao irregular de
PKC acelera a progressdo meiotica do oocito devido ao fechamento precoce das jungdes gap
entre as CCs e 0 odcito. NRG1 atua no receptor ErbB3, presente nas MGCs e CCs, e diminui
a atividade de PKC para um nivel fisioldgico, o que retarda a retomada meidtica e ajusta o

tempo de maturacao oocitéria ao tempo de
(01U = ot T J PSSR Pg. 27
Capitulo 11

Fig. 1. Effects of NRG1 during IVM induced with AREG (FS medium) on meiosis
progression. COCs were subjected to IVM with FS medium in presence of 0, 1, 10 or 100
ng/mL NRG1 a) for 6 hours (P < 0.05). GVBD: germinal vesicle breakdown. b) for 9, 12, 20
or 24 hours (P > 0.05). MI: metaphase I; MII: metaphase Il. Data are represented by mean +
S.E.M. of five biological replicates with 124, 134, 119, and 122 at 6h; 121, 123, 120, and 118
at 9h; 160, 151, 160, and 159 at 12h; 115, 129, 124, 125 at 20h; 162, 133, 142, and 146 at
24h  of COCs in the 0, 1, 10, and 100 ng/mL NRG1 groups
S 0151015 A TC<] Pg. 41

Fig. 2. Effects of NRG1 during IVM induced with AREG (FS medium) on cumulus
expansion. COCs were matured with FS medium in presence of 0, 1, 10 or 100 ng/mL NRG1.
a) Panels show representative images of groups after 24 hours of IVM b) Percentage of COCs
with complete or nearly complete expansion was calculated in relation to total oocytes (P >
0.05). Data are represented by mean £ S.E.M. of five biological replicates with 157, 151, 153,
and 158 COCs in the 0, 1, 10, and 100 ng/mL NRG1 groups
LCCES] 011611 0] 2 Pg. 42

Fig. 3. Effects of NRG1 during IVM induced with AREG (FS medium) on embryo
production. COCs matured with FS medium in presence of 1 ng/mL NRG1 or not a)
Blastocyst production rate (P > 0.05). b) Expanded and hatched blastocysts rate was
calculated in relation to total blastocysts (P < 0.05). c) Expanded and hatched blastocysts rate

was calculated in relation to total oocytes (P < 0.05). Data are represented by mean + S.E.M.
of five biological replicates with 179 and 168 COCs in the FS and FS + NRG1 groups
TSPV LY ..ttt Pg. 43

Fig. 4. Effects of NRG1 during IVM induced with AREG (FS medium) on embryo quality.
COCs were matured with FS medium in presence of 1 ng/mL NRGL1 or not. a) Panels show
representative images of each blastocyst evaluated after staining with 1 pg/mL Hoechst
33342. Magnification x400 b) Total blastocyst cell number was counted under a fluorescence
microscope (P < 0.05). Data are represented by mean + S.E.M. of five biological replicates
with- 55 and 60 embryos in the FS and FS + NRG1 groups
L] 01T o1 ] Pg. 44
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