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RESUMO

A maturacdo in vitro (MIV) é uma técnica de reproducdo assistida empregada na pecuéria e na
medicina reprodutiva. O uso de fatores intrafoliculares durante a MIV tem sido investigado para
estimular e modular a cascata de maturagdo de maneira mais fisiologica e melhorar os
resultados da producdo embrionaria. Esse estudo teve como objetivo aprimorar um sistema de
maturacdo oocitéria ja estabelecido em nosso laboratorio, o Sistema Folicular (SF), utilizando
os indutores FSH e ampirregulina (AREG) de maneira sequencial (SFseq), para promover uma
ativacdo mais fisiologica da cascata de maturacdo. Avaliou-se também a suplementacdo com
neurorregulina (NRG1) na primeira etapa do SFseq, um EGF-like que atua modulando a
ativacdo da cascata de maturacdo. Complexos cumulus-oécitos (COCs) obtidos de ovarios de
abatedouros foram submetidos a MIV durante 6, 9 e 22h para avaliar a maturacdo nuclear
(experimento 1) ou durante 24h para a producdo embrionaria (experimento 2) com 0s
tratamentos: FSH, SF, SFseq e SFseq+N. COCs alocados no grupo SFseq e SFseq+N foram
primeiramente cultivados por 6h em meio sem adicdo de AREG e NRG1 (SFseq) ou somente
sem adicdo de AREG (SFseq+N), seguido de cultivo em meio SF completo. No experimento 1,
ao final dos periodos estipulados acima, os odcitos foram desnudos e corados com Hoechst para
avaliar a progressdo meidtica. No experimento 2, os COCs maturados foram submetidos a
fertilizacdo in vitro e cultivo in vitro. No terceiro dia do cultivo, a clivagem embrionéria foi
analisada e ao final de 7 dias de cultivo, a producdo de blastocistos, o grau de desenvolvimento
e nimero de células embrionarias foram analisados. Os dados foram comparados por ANOVA
ou Kruskal-Wallis e as diferengas foram consideradas significativas quando P < 0,05. Os
resultados mostraram que a ativacdo sequencial (SFseq e SFseq+N) modulou a maturacao
nuclear nas primeiras 6 horas sem comprometer a progressdo para metafase Il. Quanto a
producdo embriondria, a adicdo de NRG1 nas fases iniciais do tratamento SFseq reduziu a taxa
de blastocisto. No entanto, ndo houve diferencas no nimero total de células nos blastocistos
produzidos. Os dados indicam que a estratégia sequencial diminuiu a velocidade de maturacéo
nuclear inicial, mas parece ndao beneficiar a aquisicdo de competéncia para o desenvolvimento
embrionario no modelo proposto. A continuidade dos estudos, com maior nimero de réplicas
experimentais, € importante para a confirmacdo desses resultados, considerando também a

avaliacdo de variacdes no tempo de exposicdo aos tratamentos e do periodo total da maturacao.

Palavras-chave: maturagdo oocitéria in vitro, AREG, NRG1, vesicula germinativa, PIVE
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ABSTRACT

In vitro maturation (IVM) is an assisted reproduction technique used in livestock and
reproductive medicine. The use of intrafollicular factors during IVM has been investigated to
stimulate and modulate the maturation cascade in a more physiological way and improve
embryo production outcomes. This study aimed to improve an oocyte maturation system
already established in our laboratory, the Follicular System (FS), using the FSH and
amphirregulin (AREG) inducers in a sequential manner (SFseq), to promote a more
physiological activation of the maturation cascade. Supplementation with neuregulin (NRG1)
in the first stage of SFseq, an EGF-like that acts by modulating the activation of the maturation
cascade, was also evaluated. Cumulus-oocyte complexes (COCs) obtained from slaughterhouse
ovaries were submitted to IVM for 6, 9 and 22 h to evaluate nuclear maturation (experiment 1)
or for 24 h for embryo production (experiment 2) with the following treatments: FSH, SF, SFseq
and SFseq+N. COCs allocated to the SFseq and SFseq+N groups were first cultured for 6 h in
medium without the addition of AREG and NRG1 (SFseq) or only without the addition of
AREG (SFseq+N), followed by culture in complete SF medium. In experiment 1, at the end of
the periods stipulated above, the oocytes were denuded and stained with Hoechst to evaluate
meiotic progression. In experiment 2, the matured COCs were submitted to in vitro fertilization
and in vitro culture. On the third day of culture, embryo cleavage was analyzed and, at the end
of 7 days of culture, blastocyst production, degree of development and number of embryo cells
were analyzed. Data were compared by ANOVA or Kruskal-Wallis and the differences were
considered significant when P < 0.05. The results showed that sequential activation (SFseq and
SFseq+N) modulated nuclear maturation in the first 6 hours without compromising progression
to metaphase Il. However, there were no differences in the total number of cells in the
blastocysts produced. The data indicate that the sequential strategy decreased the initial nuclear
maturation rate, but does not seem to benefit the acquisition of competence for embryonic
development in the proposed model. The continuity of the studies, with a greater number of
experimental replicates, is important for the confirmation of these results, also considering the
evaluation of variations in the time of exposure to the treatments and the total period of

maturation.

Keywords: in vitro maturation, AREG, NRG1, FSH, germinal vesicle.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior numero de recém-nascidos frutos de fertilizacéo in vitro (FIV),
inseminacao artificial e transferéncia de embrides entre os paises da América Latina (Zegers-
Hochschild et al, 2023) e os dados coletados pelo Sistema Nacional de Producéo de Embrides
da Anvisa nos ultimos anos evidenciam que os procedimentos de reproducdo humana assistida
estdo em crescimento. A FIV é uma das técnicas de reproducéo assistida mais promissoras para
casais com problemas de infertilidade, cujas causas incluem subfertilidade masculina,
diminuicdo da reserva ovariana, disfungdo ovulatoria, endometriose e infertilidade de causa
inexplicada, (Huang and Rosenwaks, 2012). Geralmente o procedimento é precedido por
estimulacdo ovariana como o uso de gonadotrofinas, bem como agonistas e/ou antagonistas de
GnRH, de modo a promover o desenvolvimento folicular sem que ocorra uma ovulagédo
antecipada (von Wolff, 2019), a fim de aumentar a quantidade de foliculos ovarianos para a
aspiracdo folicular (Corleta, 2010). Em seguida, a administracdo de hCG ou de LHr € realizada
para promover a elevacdo em onda do LH, essencial para que o o6cito tenha a meiose retomada
e atinja metafase Il da meiose | (Corleta, 2010). Apdés a puncdo folicular, os o0citos
recuperados, predominantemente maduros, sdo submetidos & FIV cléssica (cultivo com os
espermatozoides selecionados) ou ICSI (injecdo intracitoplasmaética de espermatozoide) e
posteriormente ao cultivo embrionario. O procedimento é finalizado com a transferéncia de um
ou dois embrides resultantes para o Utero da mulher apds 2-3 dias de cultivo embrionério, na
fase de clivagem, ou ap6s 5-6 dias de cultivo, na fase de blastocisto (National Collaborating
Centre for Women’s and Children’s Health, 2013). Outra possibilidade é de realizar a
criopreservacao desses odcitos ou dos embribes produzidos para posterior transferéncia (Tussig
et al, 2019).

Outra técnica da reproducdo assistida € a maturacdo oocitaria in vitro (MIV), que
consiste na coleta de complexos cumulus-o6cito (COCs) em seus estados imaturos,
provenientes de ovarios ndo estimulados ou minimamente estimulados, para entdo serem
maturados in vitro até o estagio adequado para a fertilizacdo (Gilchrist et al., 2016, Buratini et
al, 2021). Na pecuaria, a MIV é amplamente aplicada, sendo parte do protocolo padréo para a
producdo in vitro de embrides (PIVE). A PIVE vem crescendo dramaticamente, com destaque
na espécie bovina, tendo cerca de 100 000 animais nascidos por ano (Perry, G., 2014). Em 2021,

foram mais de 1,5 milhdo de embrides produzidos através da PIVE (Viana, 2022).
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Na medicina humana, desde 1991, quando o primeiro nascimento a partir de o6citos
imaturos e a MIV foram reportados (Cha et al. 1991), mais de 5000 nascidos vivos resultantes
desta técnica foram registrados (Sauerbrun-Cutler et al, 2015). Esses niUmeros mostram que a
MIV ainda ndo é comumente aplicada na reproducéo humana quando comparada a reproducéo
animal. Apesar disso, atualmente, a MIV tem sido proposta como um procedimento alternativo
frente aos riscos dos protocolos de estimulacdo ovariana desencadearem a sindrome da
hiperestimulacao ovariana (SHO), podendo causar quadros de tromboembolismo, insuficiéncia
renal, sindrome de dificuldade respiratoria aguda e outras complicacbes (Huang and
Rosenwaks, 2014). Mulheres com sindrome de ovario policistico estdo mais suscetiveis a essa
condicdo (Chen et al., 2012; Coticchio et al., 2012, Huang & Rosenwaks, 2012, Gilchrist,
2016), sendo as primeiras candidatas para o tratamento ja em 1994 (Trounson et al, 1994). Além
disso, a MIV pode representar uma oportunidade para preservacdo de oocitos de mulheres
diagnosticadas com cancer que podem ter a fertilidade comprometida, seja pela doenga em si
ou pelos tratamentos gonadotoxicos de radioterapia e quimioterapia, especialmente em casos
de tumores sensiveis a estrdgeno e/ou que precisam iniciar terapia com urgéncia, ndo tendo
periodo suficiente para aplicar o protocolo de estimulacéo ovariana controlada (Coticchio et al.,
2012; Lonergan & Fair, 2016). Outra vantagem desta técnica é a reducdo de custos para as
pacientes e a ado¢do de um protocolo menos desgastante para a paciente, devido a menor
necessidade de monitoramento e de medicamentos (Lonergan & Fair, 2016).

A maturacdo oocitéria consiste em um conjunto de eventos intracelulares e
intercelulares que resultam na maturacdo nuclear e citoplasmatica do odcito. Resumidamente,
no nucleo, que estava em profase I, ocorre a progressdo da meiose até a metafase 11; enquanto
no citoplasma acontece a organizacdo e redistribuicdo de organelas, movimentacdo dinamica
do citoesqueleto e a producdo de moléculas necessarias para a fertilizacdo e um bom
desenvolvimento embrionario. (Coticchio et al., 2012; Lonergan & Fair., 2016; Buratini et al.,
2021).

Moléculas presentes no liquido folicular e produzidas pelas células do cumulus (CCs)
determinam de forma paracrina ambos 0s eventos: a manutencdo da parada meidtica e a
retomada meidtica. Durante o blogueio mei6tico, niveis elevados de monofosfato de adenosina
ciclica (cCAMP), produzidos pelo odcito e suplementados pelas células murais da granulosa e
CCs, ativam a proteina kinase A cAMP-dependente (PKA), que inibe o fator promotor de
maturacdo (MPF) (Coticchio et al, 2012). Além disso, as células murais da granulosa produzem

moléculas do precursor de peptideo natriurético do tipo C (NPPC), que levam ativacdo do
8
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receptor B do peptideo natriurético (NPR2), induzindo a producdo de monofosfato de guanina
ciclica (cGMP). Apos transferéncia para o odcito, o cGPM tem a agdo de inibir a fosfodiesterase
tipo 3 (PDE3), a qual degrada cAMP no o06cito para a retomada meidtica (Gilchrist, 2011). Essa
comunicagdo cumulus-odcito € mediada pelas projecdes transzonais (TZP), extensdes das CCs
que penetram a zona pelucida e alcangam o odcito para transmissdo de moléculas essenciais
para a homeostase do o6cito e controle da maturagdo, sendo as jungdes do tipo GAP
constituintes das TZPs (revisado por Buratini et al, 2017; Buratini et al, 2021; Buratini et al.,
2022).

In vivo, um pico pré-ovulatério do horménio luteinizante (LH) é responsavel pela
inducdo da maturacdo oocitaria, estimulando também a expansdo das CCs, a ruptura folicular
(Richards et al., 2002; Noma et al., 2011) e a luteinizacdo dos foliculos pré-ovulatorios
(Richards et al., 1998). A ligacdo do LH com seu receptor (LHR) nas células murais da
granulosa promove reducéo da atividade de NPR2, e consequentemente, da producéo de cGMP
pelas CCs. (Pan & Li, 2019). Simultaneamente, a ativacdo da cascata de EGF-likes,
especificamente ampirregulina (AREG), epirregulina (EREG) e betacelulina (BTC), ¢
desencadeada pela ligacdo do LH ao seu receptor. Os EGF-likes sdo expressos e se ligam aos
seus receptores (EGFR ou ErbB1) nas células murais da granulosa, ativando a via ERK1/2
nestas células e, de forma paracrina, induz a ativacdo da cascata p38MAPK e expressdo de
EGF-likes nas CCs. A ativacdo dos receptores EGFR nas células do cumulus ativa a via
ERK1/2, que sinaliza para o o6cito a retomada da meiose até a metéfase Il e a expansdo das
CCs (Gilchrist, 2011; Landim- Alvarenga & Maziero, 2014; Richani & Gilchrist, 2017;
Shimada et al, 2015; Fan & Sun, 2019). A via ERK1/2 promove a retomada da meiose ao
estimular a proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), fosforilando as conexinas
presentes nas juncdes GAP e levando a retracdo das TZPs. Este processo interfere na passagem
de cGMP para o odcito, reduzindo sua concentracao intraoocitéria (revisado por Buratini et al,
2017; Buratini et al, 2021) o que, consequentemente, suspende a inibi¢ao da atividade de PDES3.

Isso resulta na degradacdo de CAMP e na retomada da meiose (revisado por Gilchrist, 2011).

Atualmente, os protocolos de MIV na espécie bovina tém como indutor da maturagéo
oocitaria o horménio foliculo estimulante (FSH), o qual promove a expressdo e secre¢do da
ampirregulina (AREG) e epirregulina (EREG) diretamente pelas CCs, através da ligagdo aos
seus receptores FSHR (Freimann et al., 2004; Park et al., 2004; Caixeta et al., 2013), diferente
de como ocorre in vivo, uma vez que as celulas do cumulus e 0 odcito expressam pouco ou

nenhum receptor para LH (Shimada et al, 2016). A ativacdo da via AREG/EREG-ERK1/2 nas
9
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CCs por FSH também causa a retracdo das TZPs, promovendo a retomada meiotica (revisado
por Buratini et al, 2022). Além desta via, 0 FSH também induz a mobilizacdo de calcio
intracelular (Sirard et al, 2007) e a ativacdo de PKC, que atua diretamente na fosforilacao das
conexinas presentes nas juncbes do tipo GAP entre as CCs e o0cito, promovendo o0 seu
fechamento (Shimada et al, 2016) e, consequentemente, a retomada meiética devido ao
blogueio da passagem de sinais inibitorios (CAMP e cGMP) para o odcito (Luciano et al, 2011).

No entanto, ao remover os COCs do ambiente folicular para os procedimentos in vitro,
0s 00citos podem ter a meiose espontaneamente retomada, 0 que promove uma assincronia
entre a maturacdo citoplasmatica e nuclear, comprometendo a aquisicdo da competéncia
oocitéria (Gilchrist et al., 2011, Landim-Alvarenga & Maziero, 2014). Além disso, 0s meios de
maturacdo utilizados ndo refletem o ambiente fisiologico do foliculo ovariano, o que pode
também comprometer a competéncia para o desenvolvimento. Esses fatores podem justificar o
fato das taxas de gravidez e de implantacdo utilizando a técnica de MIV serem inferiores as
taxas de protocolos convencionais, onde a maturacao oocitéaria ocorre in vivo (Chen et al., 2012,
Lonergan & Fair., 2016) e evidencia a importancia do uso de meios especializados que
melhorem a sincronia desses eventos durante a maturacdo oocitaria (Coticchio et al., 2012;
Buratini et al., 2021).

A associacdo de agentes fisioldgicos durante a MIV pode resultar em melhor
competéncia oocitaria e desenvolvimento embrionario, sendo a suplementacdo com EGF-likes
uma proposta ja apresentada na literatura (Richani et al, 2013), visto que a via EGF-
like/EGFR/ERK1/2 nas células do cumulus é essencial para a maturacdo oocitaria (Shimada,
2013). Um estudo mostrou que o FSH como Gnico indutor na MIV ndo induz expressdo
suficiente de EGF-likes comparado com 0s niveis in vivo, além de ndo manter a ativacéo
adequada de EGFR. (Richani et al, 2013).

Uma estratégia de aprimoramento do meio de maturacdo que vem sendo investigada é
de mimetizar as condicdes intrafoliculares a partir do uso de substancias importantes para o
blogueio e progressdo meiotica. A neurorregulina 1 (NRG1) é um peptideo que também faz
parte da familia de EGF-likes e sua expressao pelas células da granulosa in vivo € estimulada
pelo pico de LH. Contudo, a NRG1, ao invés de ser um EGF-like indutor de maturacéo, atua
modulando a velocidade de ativacdo da cascata de EGF-likes induzida pela ativagdo do EGFR
(Noma, 2011; Shimada & Yamashita, 2011). Embora ocorra um ligeiro estimulo da via

ERK1/2, a NRG1 ligada ao seu receptor ErbB2 e/ou ErbB3 suprime os niveis de calcio
10
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intracelular (Ca2"), o que reduz a atividade da proteina quinase C (PKC) de forma que o tempo
da retomada meiotica é ajustado (Noma et al., 2011; Kawashima et al., 2014; Shimada et al.,
2016), regulando o tempo da maturacdo oocitaria e ovulacdo (Richani & Gilchrist, 2017;
Shimada et al, 2016).

Em colaboragdo com o Laboratoério de Biologia Reprodutiva e do Desenvolvimento da
Universidade de Mil&o, desenvolvemos anteriormente um sistema de maturagdo in vitro
baseado em parametros fisiologicos para promover a maturagdo in vitro de odcitos bovinos
nomeado “Sistema Folicular” (SF) (Soares et al, 2017). O intuito deste sistema foi expor
inicialmente o CCOs a um ambiente semelhante ao encontrado no foliculo pré-ovulatério (fase
pré-MIV), contendo peptideo natriurético do tipo C (NPPC), o qual atua na manutencdo da
parada meidtica em profase | (também conhecida por vesicula germinativa, GV) ao aumentar a
producdo de cGMP nas CCs (Zhang et al., 2010; Zhang et al., 2011; Franciosi et al., 2014),
proporcionando ao odcito mais tempo para realizar as alteracdes citoplasmaticas necessarias.
Na segunda fase do SF (fase MIV), utilizou-se agentes fisiolgicos, como AREG, IGF-1 em
concentragdes intrafoliculares, baixa concentracdo de FSH e hormonios esteroides a fim de
induzir a maturacéo final do CCOs pela ativacao da cascata ovulatdria nas células do cumulus
com (fase MIV). Além disso, recentemente nosso laboratorio avaliou o efeito da NRG1 na fase
MIV desse sistema e os resultados indicaram diminuicao da velocidade de retomada da meiose,
0 que pode ter contribuido na sintonia entre a maturacdo nuclear e citoplasmatica, visto que o

tratamento aumentou a producdo embrionaria pos-FIV (Dellaqua et al., 2023).

Estudos com camundongos revelaram que a NRG1 e AREG atuam em associacdo na
MIV e € importante para a competéncia oocitaria e sucesso na fertilizacdo (Noma et al., 2011;
Kawashima et al., 2014). Resultados recentes com 0 modelo bovino foram semelhantes, em
gue a suplementacdo com NRG1 no meio de maturacdo resultou em embrides de melhor
qualidade (Dellaqua et al., 2023). Além disso, este estudo mostrou que o uso de NRG1 durante
a M1V induzida com AREG modulou a expressao dos genes relacionados a maturagao oocitaria,
uma vez que a NRG1 diminuiu a expressdo de EGFR, gene fortemente relacionado com a
retomada da meiose (Abbassi et al., 2021) e aumentou a expressdo de NPR2, responsavel pela
producdo de cGMP que, ap0s ser transportado das CCs para 0 06cito, mantém a parada meidtica
(Wang et al., 2013).

Com o intuito de aprimorar o Sistema Folicular, tendo em vista que a ativagéo gradual

da cascata ovulatoria e consequente comunica¢do cumulus-odcito prolongada pode ser critica
11
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para maximizar a competéncia oocitaria (Buratini et al, 2022), no presente estudo, buscamos
avaliar o impacto da ativacdo da cascata ovulatéria de forma sequencial sobre a maturagéo
oocitaria e producdo embrionéria, bem como e avaliar os efeitos da suplementacdo com NRG1

em diferentes momentos da maturacéo in vitro.

Estudos anteriores descrevem grande similaridade entre as espécies humana e bovina,
no que se diz respeito a dinamica folicular ovariana e ao controle enddcrino da atividade
folicular (Beker van Woudenberg et al., 2012; Malhi et al., 2007). Andlises filogenéticas de
proteinas envolvidas com desenvolvimento embrionério e fertilizagcdo mostraram que odcitos
humanos sdo mais proximos aos de fémeas bovinas, do que odcitos de camundongos, um
modelo experimental frequentemente utilizado na pesquisa (Santos et al., 2014). Além disso,
fémeas bovinas sdo de uma espécie mono-ovulatoria (ou seja, um od6cito ovulado por ciclo),
assim como as mulheres, enquanto fémeas de camundongos sdo poliovulatorias (varios o0citos
ovulados por ciclo) (Webb et al., 2007; Orisaka et al., 2021). Essas informagdes evidenciam
qgue o modelo animal bovino, além do seu papel no avanco das tecnologias de reproducao
artificial para a agropecudria, representa uma metodologia excelente para estudos translacionais

sobre a maturacéo oocitéria e fertilizacdo in vitro em humanos.

2. OBJETIVO

Investigar os efeitos de uma estimulagédo sequencial com FSH e AREG, bem como da
adicdo de NRGL1 durante a MIV de odcitos bovinos sobre a progressao meidtica e a producédo

embrionaria.

3. METODOLOGIA
3.1. Delineamento experimental

Para avaliar os efeitos de uma estimulacéo sequencial com adi¢do de NRG1 durante a
MIV, foram realizados dois experimentos. O primeiro teve como objetivo avaliar os efeitos dos
tratamentos sobre a progressdo meidtica, enquanto o segundo, sobre a producdo embrionaria.
Assim, os COCs foram cultivados em 400 pL do meio respectivo ao tratamento, sendo 0 meio
de maturacdo base para todos os grupos composto por TCM 199 contendo BSA (0,4%),
piruvato (22 pg/mL), amicacina (75 pg/mL) e cisteamina (1 mM/mL). Para ambos os
experimentos, quatro grupos experimentais foram avaliados, em que FSH e SF constituiram os

grupos-controle (sem alteracdo de meios durante a MIV) e SFseq (MIV sequencial) e

12
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SFseq+NRG1 (MIV sequencial + NGR1), foram aplicados os tratamentos sequenciais, em que

houve alteracdes de meios durante a MIV (Figura 1).

FSH | |
| Niveis suprafisiologicos de FSH |
sf | |
Tratamentos < | Niveis fisiolégicos de FSH + AREG + NRG1 I
SFseq | —e : |
I Niveis fisiolgicos Niveis fisiolégicos de FSH + AREG + NRG1 |
de FSH
SFseq+N  |——onr--—— |
~ I Niveis fisiologicos Niveis fisiolégicos de FSH + AREG + NRG1 |
de FSH + NRG1
G < o &
Oh 6h 9h 22/24h

Figura 1. Representacdo esquematica do sistema de maturacdo proposto com os principais moduladores e
indutores. A MIV foi realizada com os tratamentos FSH (convencional), SF (MIV do Sistema Folicular), SFseq
(MIV sequencial) e SFseq (MIV sequencial + NGR1). Ao final de cada tempo de matura¢do, os COCs foram
destinados a avaliagdo da progressao meiotica (Experimento 1) ou submetidos a FIV e CIV para posterior analise

da producéo embrionéaria (Experimento 2).

O meio convencional de FSH foi composto pelo meio base acrescido de FSH (0,1
Ul/mL) enquanto no meio SF foi adicionado FSH (0,01 UI/mL), AREG (100 ng/mL), NGR1
(1 ng/mL), IGF-1 (10 ng/mL), 17B-estradiol (50 ng/mL) e progesterona (150 ng/mL) ao meio
base. Para os tratamentos sequenciais, o primeiro meio foi composto pelo meio base
suplementado com FSH (0,01 Ul/mL), IGF-1 (10 ng/mL), 17B-estradiol (50 ng/mL) e
progesterona (150 ng/mL), acrescido de 1 ng/mL NRG1 (grupo SFseq+NRG1) ou ndo (grupo
SFseq). Por fim, ap6s 6 horas de MIV, os meios dos tratamentos sequenciais foram substituidos

pelo meio SF em ambos.

Experimento 1: Avaliacdo do efeito da ativacdo sequencial da cascata de maturacéo e

suplementacdo com NRG1 durante a MIV sobre a progressdo meidtica

Em 4 réplicas experimentais, os 4 tratamentos anteriormente descritos foram testados
em grupos de 20 a 25 COCs bovinos, cultivados em 400 uL de meio durante 0, 6, 9 e 22 horas.
Ao final de cada tempo de cultivo, os odcitos foram desnudos e corados com Hoechst para

analise microscopica da progressao meiotica.

Experimento 2: Avaliacdo do efeito da ativagcdo sequencial da cascata de maturagéo e

suplementacdo com NRG1 durante a MIV sobre a producéo e qualidade embrionéria

13
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Em 5 réplicas experimentais, grupos de 25 a 30 COCs bovinos foram maturados
conforme os tratamentos anteriormente descritos, durante 24 horas. Ap6s a MIV, os COCs
maduros foram submetidos a FIV e CIV. No dia 3 e o final de 7 dias de cultivo (D8), a taxa de
clivagem e a producdo embrionaria foram avaliadas, respectivamente. Por fim, os embrifes
foram corados com Hoechst para realizar a contagem de células embrionarias totais. O desenho

experimental de ambos os experimentos esta representado na figura 2.

- Selegdo de COCs “ q MIV 6,922
! - & Experimento 1: analise da
) K . .

[ J
progressdo meidtica
w O

~

L
( - T~ Experimento 2: analise da
/é}\ : MIV  24h produgao embrionaria
/ ‘ CIv
@ o e —> \ " .' ‘
D3 D8

Aspiragao folicular FIV

D1 DO

Figura 2. Desenho representativo dos processos realizados para os experimentos 1 e 2.

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

Ovérios bovinos obtidos de abatedouros locais foram utilizados para obtencdo dos
COCs imaturos. Os ovérios foram conduzidos ao laboratério imersos em solugéo salina (0,9%
NaCl) aquecida a 37°C e utilizados imediatamente. Apos higienizacdo dos mesmos com alcool
70%, a aspiracdo dos foliculos com didametro de 3 a 8 mm foi realizada com o uso de seringa
de 10 mL e agulha 19G.

O fluido folicular coletado foi depositado em tubos conicos estéreis aquecidos em banho
maria a 37°C até a formacdo de um pellet. Ap6s sedimentagdo no liquido folicular, os COCs
foram recuperados e classificados, utilizando um estereomicroscopio, como: grau I, Il ou IlI,
de acordo com suas caracteristicas celulares (Khurana and Niemann, 2000). Para constituir 0s
grupos experimentais, somente aqueles com citoplasma homogéneo e multiplas camadas de

CCs compactas (grau I e 1) foram selecionados e separados para cada grupo.

Os COCs foram lavados em gotas de meio TCM199 com HEPES contendo BSA (4
mg/mL) e amicacina (75 pg/mL), com o objetivo de retirar possiveis residuos do liquido
folicular, para entdo serem transferidos para as placas de maturacdo previamente preparadas e
identificadas.

14
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3.3. Maturacéo oocitéria in vitro (MIV)

Placas de 4 pocos (NUNC®) foram previamente preparadas com 400 puL do meio de
maturacdo respectivo ao tratamento dos grupos experimentais, conforme anteriormente
descrito, e mantidas em incubadora a fim de estabilizar quanto a temperatura e atmosfera até o
momento da transferéncia dos COCs.

Os COCs coletados imediatamente apds selecdo (Oh) foram direcionados para o
processo de denudacdo e fixacdo, descritos no topico 3.4. Apds transferéncia dos COCs, as
placas MIV retornaram a incubadora, configurada a temperatura de 38,5°C e umidade saturada
do ar com 5,5% de CO», as quais foram mantidas durante o periodo pré-determinado no

delineamento experimental.

3.4. Analise da progressao meidtica

Ap0s cada periodo de maturagdo, os odcitos foram submetidos a sucessivas pipetagens
para causar um turbilhonamento a fim de remover as células do cumulus circundantes. Em
seguida, os oocitos desnudos mecanicamente foram fixados em metanol 60% e corados com

Hoechst 33342 para avaliacdo da progressao meidtica.

Ap0s a confecgdo das laminas, as estruturas foram visualizadas em microscpio com
epifluorescéncia para classificacdo do material genético (figura 3) em vesicula germinativa
(GV), quebra de vesicula germinativa (GVBD), metafase |1 (MI), metafase 1l (MIl) e

degenerados (DEG), segundo Lodde et al, 2007.
GV Mil DEG
Figura 3. Classificacdo do material genético de odcitos corados com Hoeschst 33342 sob visualizagdo por

GVBD Mi

microscdpio com epifluorescéncia.

3.5. Fecundacéo in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV)

O protocolo de FIV foi realizado com base em Dellaqua e colaboradores (2023).
Resumidamente, os espermatozoides criopreservados foram descongelados em banho maria a

37°C por 30 segundos. Em seguida, foram submetidos a centrifugacdo em 45% - 90% de
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gradiente de Select Sperm® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) para selecdo dos
espermatozoides viaveis e depois em Wash Sperm® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) para
retirar possiveis residuos. Apoés esta lavagem, os espermatozoides foram contados e adicionados
em cada pogo com os COCs maturados por 24h, com a concentracéo final ajustada para 2x10°

espermatozoides/mL.

COCs e espermatozoides foram incubados em meio FIV (Botupharma, Botucatu, SP,
Brasil) durante 18h a 38.5°C em 5,5% de CO, em ar umidificado. Apds a FIV, os provaveis
zigotos foram lavados e as CCs removidas por sucessivas pipetagens ou agitacdo em vortex.
Inicia-se em seguida o protocolo de CIV, em que 0s possiveis zigotos transferidos para meio de
cultivo embrionéario CIV (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) enriquecido com 2,5% de SFB,
permaneceram na incubadora com mistura gasosa de 5% de Oz, 5% de CO e 90% de N2 a

38.5°C em ar umidificado durante 7 dias completos.

3.6. Analise embrionaria

Utilizando um microscopio estereoscopico, no dia (D3) do cultivo embrionario as
estruturas foram avaliadas quanto a taxa de clivagem e, ao final do periodo de cultura (D8), a
taxa de blastocistos foi avaliada e os blastocistos foram morfologicamente classificados (Figura
4) como ndo expandidos, expandidos e eclodidos (Jakobsen et al., 2006). Posteriormente, 0s
embrides foram fixados em metanol 60% e os ndcleos celulares foram contados sob um

microscopio de fluorescéncia ap06s coloracdo com Hoechst 33342.
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Figura 4. Classificagdo morfologica de blastocistos no D8 de cultivo embrionario sob visualizagdo por

microscépio optico.
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Os efeitos dos tratamentos sobre a maturacéo oocitéria e producdo embrionéria foram
analisados através do software JMP (SAS Institute). Para isto, os dados foram transformados
em arco-seno e todos os dados foram testados quando a normalidade com o teste de Shapiro
Wilk. Caso a distribui¢do fosse normal ou ndo-normal, os efeitos foram testados por ANOVA
ou Kruskal Wallis e as médias foram comparadas por Tukey ou Mann-Whitney,
respectivamente. Os resultados estdo apresentados por média + erro padrdo da média (EPM) e
as diferencas foram consideradas significativas com P < 0,05. Valores de P na faixa de 0,05 a

0,1 indicam uma tendéncia bioldgica.

4. RESULTADOS

Apos 6 horas de MIV, foi possivel observar que a ativacdo sequencial diminuiu a
velocidade da quebra da VG em relagdo ao SF, promovendo uma dindmica equivalente a obtida
com FSH, mas que a adicdo de NRG1 ao meio ndo potencializou esse efeito (P=0,0006; FSH:
25,2% % 1,6; SF: 57,9% + 5,4; SFseq: 33,9% * 2,7; SFseq+NRGL1: 35,3% + 5,7; Figura 5).

p=0,0006
80
z
5 b
‘o 60 1
o
[}
©
S 404 a
8 -
s a
2
Q 204
Q]
X

o
1

T T T
FSH SF SFseq SFseqg+N

Figura 5. Efeitos da ativacdo sequencial e da suplementacdo com NRG1 durante a maturagdo in vitro sobre a
progressdo meidtica as 6 horas de cultivo. As barras representam a porcentagem total de COCs que atingiram a
quebra da vesicula germinativa (GVBD) ap6s 6 horas de MIV. Os resultados estdo apresentados por média + erro

padrdo da média (EPM) e as diferencas foram consideradas significativas com P <0,05.

A estratégia sequencial, com ou sem NRG1, ndo alteraram a dindmica de maturacdo as
9 horas da MIV, bem como no tratamento SF, 0 que proporcionou uma taxa maior de Ml em
comparacdo ao FSH (P=0,0443; FSH: 18,6% + 4,0; SF: 41,7% *+ 8,0; G: 42,6% + 7,8; G+NRGL..:
41,8% + 5,9; Figura 6).
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Figura 6. Efeitos da NRG1 durante a maturacao in vitro sobre a progressao meiotica as 9 horas de cultivo. As
barras representam a porcentagem total de COCs que atingiram a metafase | (MI) apds 9 horas de maturacéo in
vitro. Os resultados estdo apresentados por média + erro padrdo da média (EPM) e as diferencas foram

consideradas significativas com P < 0,05.

Ao final de 22h de MIV, os grupos SF e SFseq+N tenderam a aumentar as taxas de Ml
guando comparado ao grupo FSH (P=0,0816; FSH: 75,6% + 1,3; SF: 84,6% * 1,5; G: 82,2% *
4,2; G+NRG1: 85,7% + 2,2; Figura 7).
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Figura 7. Efeitos da NRG1 durante a maturacao in vitro sobre a progressdo meidtica as 22 horas de cultivo. As

barras representam a porcentagem total de COCs que atingiram a metafase Il (MI1) apds 22 horas de MIV.

Ao avaliarmos a expansdo das células do cumulus, observamos que 0s grupos SFseq e
SFseq+N tenderam a aumentar a proporcdo de COCs com expansdo completa em relagéo ao
grupo FSH (P=0,0675; FSH: 78,9% + 7,7; SF: 83,9% % 6,9; SFseq: 90,0% % 4,7; SFseq+N:
92,6% = 3,0; Figura 8,a). Quanto & produgdo embrionaria, observamos primeiramente que a
clivagem embrionéria ndo diferiu entre os grupos (P=0,3779; FSH: 85,2% + 2,9; SF: 88,9% =+
2,6; SFseq: 88,7% + 0,88; SFseq+N: 83,6 + 1,9; Figura 8,b). Ao final do cultivo, notamos que
a adicdo de NRG1 nas fases iniciais do tratamento SFseq reduziu a taxa de blastocisto
(P=0,0310; FSH: 51,9 + 3,0; SF: 49,3 £ 4,2; SFseq: 45,3 = 4,5; SFseq+N: 37,4 + 2,0; Figura
8,c) e tendeu a reduzir a producdo de embrides viaveis (blastocistos expandidos e eclodidos)

comparados ao FSH (P=0,0609; FSH: 47,7 + 4,5; SF: 44,9 + 3,8; SFseq: 41,1 + 4,4; SFseq+N:
18
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32,9 + 1,7; Figura 8,d). No entanto, ndo houve diferencas na produgdo de embrides vidveis em
relacdo ao total de blastocistos produzidos (P=0,8488; FSH: 91,4 + 3,9; SF: 91,4 + 2,9; SFseq:
90,9 + 4,3; SFseq+N: 88,5 + 3,6; Figura 8,e) ou no numero total de células embrionarias
(P=0,9836; FSH: 134,97 + 11,0; SF: 128,4 + 8,1; SFseq: 132,3 + 10,4; SFseq+N: 127,6 + 11,3;
Figura 8,f).
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Figura 8: Efeitos dos tratamentos utilizados sobre a expansdo maxima dos CCs (a), clivagem embrionaria (b),
taxa de blastocistos (c), taxa de embrides vidveis em relagdo ao total de odcitos (d), taxa de embriBes viaveis em
relagdo ao total de blastocistos produzidos (e) e nimero total de células embrionarias (f). Os resultados estdo
apresentados por média + erro padrdo da média (EPM) e as diferencgas foram consideradas significativas com P <
0,05.
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5. DISCUSSAO

A maturacdo oocitaria € um processo complexo e vital que envolve a maturacdo nuclear
e citoplasméatica do gameta, eventos estes necessdrios para a aquisicdo da competéncia
oocitaria, que € adquirida progressivamente durante o desenvolvimento folicular. A
competéncia oocitaria pode ser definida pela habilidade do od6cito de maturar, ser fertilizado e
sustentar o desenvolvimento embrionério até o estadgio de blastocisto (Lonergan, 2013),
envolvendo alterages como a remodelagdo do odcito para aceitar e integrar 0 genoma
masculino, reprogramacdo nuclear para totipoténcia no zigoto e ativacdo do genoma
embrionario (Conti & Franciosi, 2018; Aguila et al., 2020).

Apesar de ser capaz de atingir a maturidade nuclear, os odcitos imaturos submetidos a
MIV podem ter a maturacao citoplasmatica comprometida, uma vez que a retomada espontanea
da meiose pode provocar uma assincronia entre estes eventos (Soares et al, 2019), que é um
grande fator para a baixa producao de embrides in vitro (Landim-Alvarenga and Maziero, 2014;
He et al., 2021). Portanto, estudar a maturagdo oocitéria e seus processos é fundamental para o
desenvolvimento de metodologias para melhorar a competéncia oocitaria (Gilchrist &
Thompson, 2007; Lonergan & Fair, 2016) e o sucesso de producdo embrionaria in vitro

(Landim-Alvarenga and Maziero, 2014).

A fase MIV do Sistema Folicular foi inspirada em indutores presentes na cascata de
maturacdo do ambiente folicular, contendo FSH em concentracdes mais fisioldgicas e AREG,
um peptideo importante para os eventos da maturacdo oocitaria e expansdo das células do
cumulus. Avaliou-se recentemente, a suplementacdo com NRG1, que, em associa¢cdo com a
AREG, modulou a retomada meiética (GVBD) (Dellaqua et al., 2023), provavelmente em
decorréncia do prolongamento da transferéncia de cGMP através das juncdes do tipo GAP, o
que pode também ter auxiliado na entrega de outros metabdlitos das células do cumulus, como
piruvato e NAPDH, ambos ja avaliados como cruciais para a homeostase e competéncia
oocitaria (revisado por Buratini et al, 2022). Buscando promover um ambiente in vitro mais
semelhante ainda ao ambiente in vivo, objetivou-se avaliar o impacto da ativacdo sequencial da
cascata de maturacdo, simulando a liberacdo progressiva dos indutores envolvidos neste

processo.

Neste presente estudo, observou-se que o tratamento SF acelerou a retomada da meiose
em relacdo ao sistema convencional com FSH, enquanto os grupos de oocitos tratados com

SFseq e SFseg+N tiveram a quebra da vesicula germinativa equivalente ao FSH (figura 5).
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Pode-se sugerir que nos grupos com ativacao sequencial da maturacao oocitaria, a expressao de
EGF-likes se deu atraves da indugdo por FSH, tendo uma menor ativacao da via EGFR/ERK1/2
em relacdo ao grupo SF, o qual foi suplementado com AREG desde o inicio da MIV e estimula
diretamente a retomada meiotica (Gilchrist, 2011; Landim- Alvarenga & Maziero, 2014;
Richani & Gilchrist, 2017).

Com a condensacdo dos cromossomos para iniciar a retomada meidtica, estes ficam
inativos e, a partir de GVBD, ha uma parada da maioria, sendo de todas, as atividades
transcricionais até a transicdo materna-embrido no inicio do desenvolvimento embrionario (Fair
et al, 1997; Tremblay et al, 2005; Luciano et al., 2014). Mesmo que a capacidade de tradugéo
e sintese proteica seja mantida durante o desenvolvimento do odcito e embriogenénese (Sirard,
2001), prolongar o estadgio de GV parece ser uma boa estratégia para promover melhor
maturacdo citoplasmatica, visto que ha mRNAs importantes para a competéncia oocitéria.
(Calder et al ,2005; Macaulay et al., 2014). Além disso, a competéncia oocitaria em sustentar o
desenvolvimento embrionario inicial tem sido atribuida ao acimulo de mRNA produzidos antes

do silenciamento do genoma oocitario (revisado por Buratini et al, 2022).

Ap0s a fase inicial da maturacéo sequencial (6h), os grupos SFseq e SFseq+N passaram
a ser maturados em meio SF, contendo ambos 0os EGF-likes (AREG e NGR1). Apesar de ter
uma menor aceleracdo da retomada meioética, os tratamentos sequenciais SFseq e SFseq+N néo
alteraram a progressao meidtica até MI, semelhante ao grupo SF e diferentemente do grupo
FSH (figura 6). A NRG1 suporta a ativagdo de ERK1/2 induzida por EGFR, entretanto, por
suprimir os niveis de Ca®* e, consequentemente, diminuir a atividade de PKC (Richani &
Gilchrist, 2017; Shimada et al, 2016), ocorre a modulacdo da progressdo meidtica, atrasando o
processo nas primeiras horas sem alterar os eventos seguintes, como ja avaliado anteriormente
por nosso grupo de pesquisa onde avaliou a interacdo da NRG1 com AREG (Dellaqua et al.,
2023) e outros (Noma et al., 2011; Kawashima et al., 2014). Além disso, embora nao seja
estatisticamente diferente, a MIV sequencial SFseg+N e a MIV continua SF tenderam a
aumentar as taxas de MII ao final de 22h (figura 7). Este achado pode sugerir que, além da
associacdo AREG + NRG1 auxiliar na modulacdo da meiose (Noma et al, 2011; Kawashima et
al, 2014; Dellaqua et al., 2023), o uso de NRG1 desde o inicio da maturagdo pode ser
fundamental para a modulacdo de outros mecanismos que resultem na maturacdo nuclear
oocitaria, ressaltando a importancia da manutencdo da comunicagdo cumulus-o6cito neste
periodo (Luciano et al., 2011, Buratini et al., 2023).
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A aquisicdo da competéncia oocitaria depende da sincronia entre os eventos da
maturacdo citoplasmatica com os eventos da maturagdo nuclear (Ferreira et al, 2009) e a
qualidade oocitaria € o principal fator determinante do potencial de desenvolvimento do
embrido (Wang and Sun, 2007). Um dos indicadores da qualidade da maturacdo oocitaria € a
expansao das células do cumulus (Lonergan & Fair, 2016), que pode facilitar a passagem do
espermatozoide, favorecendo a fertilizacdo (Ball et al, 1983). Esse evento é estimulado com a
ativacdo de ERK1/2 (Fan & Sun, 2019) e esta diretamente relacionado ao sucesso do
desenvolvimento embrionario (Chen et al., 1993; Gutnisky et al, 2007). A via ERK1/2 induz a
expressao de fatores como PTX3 (pentraxina 3), TNFAIP6 (tumor necrosis fator-inducible gene
6 protein), prostaglandina sintase 2 (PTGS2 ou COX2) e hialurona sintase 2 (HAS2) (Dellaqua
et al, 2023; Noma et al, 2011; Shimada et al., 2006; Assidi et al., 2010; Prochazka et al., 2012),
importantes para a formacdo da matriz extracelular das CCs e a consequente expansdo do
cumulus (Noma et al, 2011). A expressdo génica desses fatores (TNFAIP6, PTGS2 and PTX3)
é menor em células do cumulus derivadas de o6citos maturados in vitro comparado com células
do cumulus isoladas de odcitos maturados in vitro (Ouandaogo et al, 2012). Assim, 0 uso de
sistemas mais fisioldgicos par a maturacdo in vitro parece ser importante para promover melhor
expressao desses genes e expansdo do cumulus. Entretanto, neste estudo observamos apenas
uma tendéncia bioldgica, onde os tratamentos SFseq e SFseq+N tenderam a aumentar a taxa de
COCs expandidos em relagdo ao FSH.

Ao avaliarmos a clivagem embrionaria, analisada no D3 da CIV, ndo observamos
diferencas entre os tratamentos, levando a reflexdo que os tratamentos apresentam
desempenhos semelhantes quanto a capacidade de promover o desenvolvimento embrionario
inicial. Apesar disso, a NRG1 ja se mostrou atuar na atividade mitocondrial dos odcitos,
auxiliando no desenvolvimento durante esse estagio (Mao et al., 2012). Quanto a taxa de
blastocistos, 0os grupos com tratamentos fundamentados no Sistema Folicular (SF, SFseq e
SFseq+N) apresentaram menores taxas em relacdo ao FSH. Como observado na figura 6, estes
grupos atingiram rapidamente o estagio de Ml e, consequentemente, o estagio de MII. Assim,
acreditamos que, ao realizar uma MIV de 24 horas com os tratamentos de indugdo mais

fisioldgica da cascata de maturacédo, ocorreu o prolongamento da parada meiotica em MII.

O prolongamento da MIV pode melhorar a taxa de maturacdo nuclear, uma vez que 0s
odcitos terdo mais tempo para atingirem a metafase 11, entretanto, o excesso de tempo neste
periodo pode afetar a aquisicdo de competéncia oocitaria adequada e posteriormente, a

qualidade embrionaria e a taxa de blastocistos (Heinzmann et al, 2015; Yang et al, 2021). Um
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estudo revelou que o prolongamento de parada meidtica em MII leva a perda gradual da
capacidade de suportar a fertilizacdo e o desenvolvimento embrionério (Dominko and First,
1997). A perda da competéncia oocitaria tem sido atribuida ao processo de envelhecimento
decorrente da prolongacdo do cultivo oocitario (Koyama et al, 2014). O envelhecimento
oocitario contempla uma série de alteracdes morfoldgicas e celulares, afetando a membrana
plasmatica, zona pellcida, atividade das mitocondrias, estrutura do citoesqueleto e suas
movimentacGes importantes para a fertilizacdo, entre outros, e que se inicia caso a fertilizacéo
ndo ocorra no periodo ideal (Miao et al, 2009). Ja foi reportado que oocitos envelhecidos in
vivo e in vitro frequentemente apresentam menores taxas de fertilizagdo e formagédo de
blastocistos (Takahashi et al, 2013).

Assim, observamos que essa janela de tempo entre o alcance do estagio de Mll e o inicio
do envelhecimento oocitario parece se iniciar mais cedo nos grupos SF, SFseq e SFseg+N, uma
vez que mais de 80% dos o0citos ja se encontravam em MII as 22h de MIV (figura 7) com esses
tratamentos mais fisiol6gicos, além de apresentarem numericamente maior taxa de expansdo
do cumulus as 24h de MIV (figura 8, a). Tais informacgfes podem sugerir que esta janela da
maturacdo in vitro deve ser ajustada de modo que a parada meiéticaem MII ndo seja prolongada
ao ponto de prejudicar a qualidade do o6cito (Koyama et al, 2014). Além disso, este mesmo
estudo relatou que, em bovinos, a fertilizacdo é otimizada com uma maturacdo de 20 a 22h
(Koyama et al, 2014). Outra estratégia que vem sendo discutida € o controle do envelhecimento
oocitario, que pode permitir tempo suficiente para manipulacéo e selecao de odcitos de melhor
qualidade, sendo Oxido nitrico (NO), ditiotreitol (DTT) e cafeina alguns dos agentes que

reduzem o envelhecimento oocitario (Miao et al, 2009).

Apesar do nimero reduzido de embrides, a qualidade desses ndo foi afetada, como
demonstrado pelos resultados de taxa de embriGes viaveis (blastocistos expandidos e eclodidos)
em relacdo ao total de blastocistos produzidos (figura 8,e), assim como no namero total de
células embrionarias (figura 8,f), em que todos os tratamentos tiveram resultados semelhantes.
O numero total de células embrionarias inclui as células da massa celular interna e do
trofectoderma, e j& € bem estabelecido o papel determinante da quantidade destas células na
habilidade do embrido em progredir no desenvolvimento (Kong et al, 2016) e para a qualidade
embrionaria final (Sugimura et al, 2012). Blastocistos de qualidade superior possuem mais
células do que blastocistos de qualidade inferior (Farin et al, 1997), além de se desenvolverem
mais rapido que aqueles classificados como morfologicamente inferiores (Jakobsen et al, 2006),

demonstrando a relevancia desse parametro para a analise dos embriGes resultantes. Na
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reproducdo humana, por exemplo, a andlise da quantidade celular auxilia na selecdo de
embrides, o0 que contribui em maiores taxas de implantagéo e nascimento (Kong et al., 2016).
Por outro lado, estudos anteriores em bovinos mostraram que a adicdo de NRG1 ao meio
induzido com AREG (SF) aumentou a quantidade de células totais dos blastocistos produzidos,
tal qual impulsionou a taxa de embrides expandidos e eclodidos, impactando assim
positivamente o desenvolvimento e qualidade dos embrides cultivados (Dellaqua et al., 2023).

Assim, esses achados incentivam a continuidade de nossas pesquisas sobre a maturagédo
in vitro, visando aprimorar o desempenho dessa técnica com potenciais aplicacdes na medicina
humana e impactos na agropecuaria. O meio de maturacdo e o tempo deste processo sdo
variaveis criticas que influenciam diretamente a competéncia oocitaria e producdo embrionaria.
Inspirado nos resultados promissores do Sistema Folicular e na fisiologia ovariana, o presente
estudo propds a ativacdo sequencial da cascata de maturacdo. Os efeitos do tratamento
sequencial (SFseq e SFseq+N) em relacdo ao tratamento estatico (SF) foram promissores no
que se refere a maturagédo oocitéria inicial, entretanto, o estudo revelou que 0 modelo proposto
ndo atendeu as expectativas em relacdo a producdo embrionaria. Portanto, ajustes no tempo de
exposicdo aos moduladores e/ou indutores de maturagdo sdo fundamentais para aprimorar 0

desenvolvimento embrionario, indicando um caminho para as futuras investigagdes.
6. CONCLUSAO

A inducdo sequencial da cascata de maturacdo com FSH e AREG e suplementacdo com
NRG1 alterou a dindmica da maturacdo nuclear, entretanto, 0 modelo proposto ndo foi
suficiente para melhorar a producéo embrionaria. Estratégias para ajustar o tempo das etapas
de maturacdo e/ou reduzir o envelhecimento oocitario sdo sugeridas para melhor competéncia

oocitaria e aumento da producdo embrionaria.
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