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v
RESUMO

DELLAQUA, T. T. MATURACAO OOCITARIA IN VITRO BASEADA EM
REFERENCIAS FISIOLOGICAS: EFEITOS SOBRE A PRODUCAO
EMBRIONARIA EM BOVINOS. Botucatu — SP 2024. 236p. Defesa (Doutorado).
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade
Estadual Paulista.

A maturagdo in vitro (MIV) de odcitos € um desafio na produgdo de embrides, devido a
desregulacao entre a maturag@o nuclear e citoplasmatica causada pelos protocolos vigentes.
Modelos de MIV bifésica, que simulam condicdes fisioldgicas, sao empregados para
melhorar a comunicacio cumulus-o6cito e competéncia oocitaria. Este estudo investigou
os efeitos de uma nova abordagem bifésica, com indugdo sequencial de FSH e AREG
durante a MIV de odcitos bovinos, sobre a progressao meidtica, perfil proteico das células
do cumulus (CCs) e o desenvolvimento embriondrio inicial in vitro. Complexos cumulus-
odcito (COCs) foram aspirados de ovarios de abatedouro e maturados in vitro sob duas
abordagens: continua (controle, com FSH e AREG) e sequencial (SEQ, com FSH seguido
por FSH+AREG). A progressdo meidtica foi determinada pela propor¢ao de odcitos que
atingiram a quebra da vesicula germinativa (GVBD), metafase I (MI) e II (MII) as 6, 9 e
22 h de MIV, respectivamente. As CCs foram desnudas dos odcitos e analisadas pela
abordagem protedmica shotgun. A expansdo do cumulus foi avaliada ap6s 24 h de MIV e
os COCs foram destinados a fertilizacao e cultivo in vitro. A producdo embrionaria foi
determinada pelas taxas de clivagem, formacdo de blastocistos e numero total de células
embrionarias (CEUA, n° 0021/2022). Diferencas na progressao meidtica, expansao do
cumulus, producdo de blastocisto e nimero total de células foram analisadas pelo teste T (P
< 0,05). Na protedmica das CCs, as proteinas diferencialmente abundantes foram
identificadas por analises multivariadas (PCA) e univariada (teste T ajustado por false
discovery rate), e utilizadas na analise de enriquecimento de vias, de acordo com a fun¢do
molecular. A separacdo dos grupos foi confirmada pela PCA e evidenciada pelo heatmap.
As 6 h de MIV, 58% dos odcitos no grupo controle e 33,9% no grupo SEQ atingiram a
GVBD (P=0,0037). As 9 e 22 h, propor¢des semelhantes de odcitos atingiram a MI e MII,
respectivamente, sem diferencas na expansdao do cumulus, clivagem, produgdo de
blastocistos ou numero total de células embrionarias. A protedmica das CCs identificou 835
proteinas. Em resposta a abordagem SEQ, as 6 h, 22 proteinas foram diferentemente
abundantes, das quais nove estavam associadas a melhorias na produgdo de energia,
sinalizagdo celular e controle proteolitico. As 9 h, 32 mostraram alteragdes significativas,
sendo 13 associadas a efeitos adversos no metabolismo energético, desequilibrio redox e
disfuncdes celulares. Ja as 22 h, 40 proteinas diferentemente abundantes foram
identificadas, das quais duas estavam associadas a regulacdo positiva da atividade
proteassomal. Os dados demonstram que a abordagem sequencial atrasou a progressao
meiotica inicial e alterou o proteoma das CCs, sugerindo melhorias no metabolismo
energético e comunicacao cumulus-oocito apos 6 h de MIV. Apesar dos comprometimentos
em 9 h, o sistema SEQ parece restaurar as fungdes celulares ao aumentar a atividade
proteassomal no final da MIV, destacando seu potencial para otimizar a maturacao
oocitaria. Este estudo fornece uma base para investigacdes futuras sobre MIV com indug¢ao
sequencial, visando ajustes para prolongar a comunicagdo cumulus-odcito e melhorar os
desfechos da produ¢do embriondria.

Palavras chaves: MIV bifasica; proteoma; AREG; vesicula germinativa



ABSTRACT

DELLAQUA, T. T. IN VITRO OOCYTE MATURATION BASED ON
PHYSIOLOGICAL REFERENCES: EFFECTS ON EMBRYO PRODUCTION IN
CATTLE. Botucatu — SP 2024. 236p. Thesis defense (PhD). School of Veterinary
Medicine and Animal Science, Botucatu, Sao Paulo State University.

In vitro maturation (IVM) of oocytes is a challenge in embryo production due to the
dysregulation between nuclear and cytoplasmic maturation induced by conventional
protocols. Biphasic IVM models, which more closely mimic physiological conditions,
have been employed to enhance maturation and fertilization outcomes. This study aimed
to evaluate the effects of a novel biphasic approach, involving sequential induction of
FSH and AREG during IVM of bovine oocytes, on meiotic progression, the cumulus cells
(CCs) proteome, and early embryo development in vitro. Cumulus-oocyte complexes
(COCs) were aspirated from slaughterhouse ovaries and matured in vitro under two
approaches: continuous (control, with FSH and AREG) and sequential (SEQ, with FSH
followed by FSH+AREG). Meiotic progression was assessed based on the proportion of
oocytes reaching germinal vesicle breakdown (GVBD), metaphase I (MI), and metaphase
II (MII) at 6, 9, and 22 h of IVM, respectively. Following maturation, CCs were denuded
and subjected to shotgun proteomic analysis. Cumulus expansion was measured after 24
h of IVM, and COCs were subsequently used for in vitro fertilization and embryo culture.
Embryo production was evaluated based on cleavage rates, blastocyst formation, and
embryo total cell number (CEUA, no. 0021/2022). Differences in meiotic progression,
cumulus expansion, blastocyst production, embryo total cell number were assessed using
t-tests (P <0.05). For the CCs proteomics, differentially abundant proteins were identified
through multivariate (principal component analysis, PCA) and univariate (false discovery
rate-adjusted t-test, P < 0.05) analysis, followed by pathway enrichment analysis based
on molecular function. Group separation at each time point was validated by PCA and
visualized in a heatmap. At 6 h of IVM, 58% of oocytes in the control group and 33.9%
in the SEQ group reached GVBD (P = 0.0037). At 9 and 22 h, similar proportions of
oocytes attained MI and MII, respectively, with no significant differences observed in
cumulus expansion, cleavage rates, blastocyst formation, or embryo total cell number.
The CCs proteomics identified 835 proteins in total. In response to the SEQ approach, at
6 h, 22 proteins were differentially abundant, nine of which were linked to improvements
in energy production, cell signaling, and proteolytic regulation. At 9 h, 32 proteins
exhibited significant abundance changes, with 13 associated with adverse effects on
energy metabolism, redox imbalance, and cellular dysfunction. At 22 h, 40 differentially
abundant proteins were identified, with two associated with the upregulation of
proteasomal activity. These findings suggest that the biphasic IVM approach delayed
early meiotic progression and altered the CC proteome, suggesting improvements in
energy metabolism and cumulus-oocyte communication after 6 h of IVM. Despite
impairments at 9 h, the SEQ system appears to restore cellular functions by enhancing
proteasomal activity at the end of maturation, highlighting its potential to optimize oocyte
maturation. This study provides a foundation for future investigations into sequential
IVM, aiming to adjust the protocol to prolong cumulus-oocyte communication and
improve embryo production outcomes.

Keywords: Biphasic IVM; proteome; AREG; germinal vesicle
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A producio in vitro de embrides (PIVE) ¢ empregada de forma crescente em todo o
mundo (Viana, 2023), em estratégias que visam aumentar a fertilidade e a velocidade do
melhoramento genético na pecudria. Associada a selecdo assistida por marcadores
moleculares, advento recente e em rapida evolucao, a PIVE potencializa o impacto sobre
a produtividade e eficiéncia reprodutiva nesse setor. Contudo, apesar de sua viabilidade
comercial, esta técnica ainda exibe baixa eficiéncia, uma vez que odcitos maturados in
vitro apresentam menor competéncia de desenvolvimento que aqueles maturados in vivo
devido a alteracdes de expressao génica, proteica e aumento do estresse celular (Rizos et
al., 2002; Sirard et al., 2006; Walter et al., 2020; Cactano et al., 2023). Notadamente, os
sistemas de cultivo atuais ndo reproduzem o ambiente in vivo, o que resulta em
descompasso entre a maturagdo nuclear e citoplasmatica dos oocitos e alteragdes
epigenéticas nos embrides (Eppig, 2018; Solovova, Chernykh, 2022). Desse modo, o
aprimoramento dos sistemas de PIVE pode aumentar as taxas de producao e qualidade
embrionaria, ¢ assim, promover maior produtividade da pecuaria, beneficiando o
ambiente e a sociedade.

Condigdes nao fisiologicas durante o cultivo in vitro comprometem a competéncia do
o6cito e do embrido para o desenvolvimento (Sirard, 2001; Gegenfurtner et al., 2020;
Caetano et al., 2023; Pietroforte et al., 2024). A exposicao do complexo cumulus-odcito
(COC) a diferentes fontes energéticas, concentracdes de gas carbOnico e agentes
promotores de diferenciacdo celular durante a maturacdo in vitro (MIV) influenciam os
mecanismos que levam a aquisicdo de competéncia oocitaria para a fecundagdo e
desenvolvimento embrionério inicial, sendo este sustentado majoritariamente pela
heranca oocitaria (Gilchrist, Thompson, 2007; Lonergan, Fair, 2016; Woods, Khrapko,
Tilly, 2018). Além disso, a competéncia metabolica, o conteudo lipidico do citoplasma, a
velocidade de divisdo celular, a compactacdo da morula e a expressdo génica também
impactam sobre a qualidade do embrido e sua sensibilidade a criopreservagdo (Razza et
al., 2018; Amstislavsky et al., 2019; Ferré et al., 2020).

Na MIV, o horménio foliculo estimulante (FSH) ¢ usualmente utilizado em
concentragdes suprafisioldgicas como indutor da maturacdo oocitaria, por estimular a
expressao de ampirregulina (AREG), epirregulina (EREG) e betacelulina (BTC)
diretamente nas células do cumulus (CCs; Freimann et al., 2004; Park et al., 2004;
Caixeta, Machado, ef al., 2013; Casarini, Crepieux, 2019). Uma potencial limitagdo da

MIV com FSH ¢ a precipitagdo nao fisioldgica da interrupg¢ao da comunicacao cumulus-
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odcito (Luciano et al., 2011), ocasionada pelo fechamento das jung¢des gap e retracdo das
projecdes transzonais (Macaulay et al., 2014; Marchais et al., 2022). Altas doses de FSH
durante a MIV foram associadas a alteragdes no citoesqueleto e placa meiodtica, bem como
a menores taxas de produg¢ao embrionaria apds a FIV em camundongos (Roberts et al.,
2005; Souza et al., 2007; Upton et al., 2018).

Abordagens mais fisiologicas para a MIV visam criar ambientes de cultivo que
simulem o microambiente folicular, proporcionando condi¢des mais semelhantes as que
0s oocitos experimentam in vivo. Uma estratégia promissora ¢ o sistema de cultura
bifasico, conhecido como SPOM (Simulated physiological oocyte maturation), que tem
sido amplamente estudado e estabelecido nas rotinas laboratoriais (Santiquet et al., 2017,
Soares et al., 2017; Razza et al., 2018; Sanchez et al., 2019; Saraiva et al., 2024). O
SPOM ¢ um sistema de cultivo em duas etapas desenvolvido para mimetizar os processos
fisiologicos da maturacdo oocitaria. Na primeira etapa, ocorre a inibicdo da meiose,
enquanto na segunda, hé a indugao de sua progressao (Albuz et al., 2010; Gilchrist, Smitz,
2023).

Na Etapa 1, compostos como adenosina monofosfato ciclico (AMPc), pepitideo
natriurético do tipo C (NPPC) e guanosina monofosfato ciclico (GMPc) sdo empregados
para promover diferenciagdo mais fisioldgica das CCs e comunicagdo prolongada entre
elas e o odcito, além de manter seus niveis elevados, o que assegura que o odcito
permaneca na fase germinativa (Li et al., 2016; Santiquet et al., 2017; Soares et al., 2017,
Razza et al., 2018; Navarro et al., 2024). Ja a Etapa 2 ¢ composta por indutores da
maturacao oocitaria como fator de crescimento epidermal (EGF) e fatores semelhantes ao
EGF (EGF-likes), como AREG. Esses compostos simulam os sinais fisiologicos
necessarios para completar o processo de maturagdo meidtica, o que inclui a ativagao de
vias de sinalizacdo que desencadeiam a progressdo da meiose e a preparagdo dos odcitos
para a fertilizacdo (Hao et al., 2016; Sanchez et al., 2017; Prochazka, Nemcova, 2019;
Dellaqua et al., 2023).

Em geral, os fatores EGF-/ike aumentam a atividade das vias ERK1/2 e PKC nas CCs,
o que facilita a fosforilacdo das conexinas e promove o fechamento das juncdes gap,
reduzindo o transporte de GMPc e AMPc entre as células. Essa reducao no transporte de
nucleotideos ciclicos resulta na retomada da meiose (Falls, 2003; Noma et al., 2011;
Shimada, Yamashita, 2011; Kawashima et al., 2014). Ao contrario dos demais membros
da familia EGF-like, a neurorregulina 1 (NRG1) modula a retomada da meiose por meio

da regulagdo das cascatas intracelulares ativadas pelos demais fatores EGF-like,
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principalmente a AREG (Falls, 2003; Noma et al., 2011; Shimada, Umehara, Hoshino,
2016). Ao regular a ativagdo da via PKC, a NRG1 atrasa a retomada meidtica (Lampe et
al., 2000; Shimada, Maeda, Terada, 2001; Prochazka, Nemcova, 2019). Estudos
anteriores mostraram que a NRG1 associada a AREG durante a MIV atrasou a quebra da
vesicula germinativa (GVBD) em camundongos (Noma et al., 2011; Kawashima et al.,
2014) e bovinos (Dellaqua et al., 2023).

Um sistema SPOM desenvolvido por nosso grupo de pesquisa, chamado de sistema
folicular (SF), apresentou melhorias na maturagdo oocitaria e desenvolvimento
embriondrio (Soares et al., 2017). A fase pré-MIV do SF, composta por NPPC, preserva
a comunicagao entre as CCs e o odcito ¢ retarda a GVBD. Ja a fase MIV do SF induz a
maturacao final do COC pela ativacao da cascata ovulatéria nas CCs, com a acdo de
AREG, IGF1, esteroides e FSH em niveis fisioldgicos.

A fim de aprimorar o sistema folicular incorporando novos parametros fisioldgicos,
propusemos a MIV bifasica FSH-AREG (sistema sequencial, SEQ), em que o periodo de
ativacdo da cascata de maturagdo ¢ dividido em duas etapas: 1- maturagao estimulada
inicialmente com concentragdes aproximadamente fisiolégicas de FSH; 2- maturagdo
final na presenca de FSH, AREG e NRG1. Diante disso, propomos a avalia¢ao da incluso
dessas estratégias na otimizacdo da MIV, buscando entender os efeitos sobre a

competéncia meidtica e o desenvolvimento embrionario.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Fisiologia da maturacdo oocitaria

A competéncia de desenvolvimento oocitario ¢ um fator determinante que influencia
os resultados da fertilizagdo in vitro. Essa competéncia abrange a capacidade do gameta
feminino de atingir a maturacdo, ser fertilizado e sustentar o desenvolvimento
embrionario até o estagio de blastocisto (Lonergan, Fair, 2016; Adhikari, Carroll, 2018).
A maturacdo oocitaria € um processo complexo que envolve uma série de eventos
intracelulares e intercelulares que culminam na maturacdo nuclear e citoplasmatica
(Ferreira et al., 2009; Straczynska et al., 2022).

A maturagdo nuclear do oocito inclui a remodelagdo da cromatina, a quebra da
vesicula germinativa (GVBD), o desaparecimento do nucléolo, a extrusdo do primeiro
corpusculo polar, a formagdo do segundo fuso meiotico e, apds a fertilizacdo, a extrusao
do segundo corpusculo polar, concluindo a meiose (Meinecke et al., 2001; Buratini,

Soares, et al., 2021). Simultaneamente, a maturagdo citoplasmatica envolve alteragdes
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e A indugdo sequencial de FSH e AREG durante a MIV modifica o perfil proteico
das células do cumulus ao longo do processo, promovendo variagdes na abundancia
de proteinas associadas ao metabolismo celular e a comunica¢do cumulus-oocito,

favorecendo a aquisicdo da competéncia oocitaria.
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