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RESUMO

A maturacéo in vitro (MIV) de o6citos bovinos apresenta descompasso entre 0s processos
fisioldgicos e ha grande interesse no desenvolvimento de abordagens para melhorar sua
eficiéncia. Diante disso, 0 objetivo deste projeto foi de avaliar o impacto da estimulagéo
sequencial da cascata ovulatdria durante a M1V de odcitos bovinos e avaliar o efeito deste
sistema sequencial associado a suplementagdo com NRG1 na etapa final do
procedimento, a fim de aproximar o sistema de cultivo ao ambiente in vivo durante o
cultivo. Assim, a MIV foi realizada com os seguintes tratamentos: FSH, SF (Sistema
Folicular) e SF-s/A (Sistema Folicular sem adigdo de ampirregulina) durante 6 horas de
cultivo e, em seguida, FSH, SF, S (MIV sequencial) e S+NRG1 (MIV sequencial +
NGR1) durante 12 e 22 horas de cultivo. Ao final de cada tempo de MIV, os odcitos
foram desnudos e corados com Hoechst para analise da progressao meiética. Os dados
foram transformados em arco-seno, testados por ANOVA e as diferencas foram
consideradas significativas quando p < 0,05. Em 6 horas de MIV, n&o houve diferencas
entre os grupos SF-s/A e FSH, ambos apresentaram o0citos no estagio de vesicula
germinativa, entretanto, o uso de AREG no SF promoveu um adiantamento da meiose,
uma vez que houve aumento da quebra da vesicula germinativa. Motivo este que nos
motivou a realizar um tratamento sequencial no meio SF durante a MIV. Assim, 0s grupos
SF e S apresentaram maior nimero de odcitos em metafase | as 12h, diferindo de FSH,
enguanto S+NRGL1 ndo apresentou diferencas dos demais grupos. Além disso, os 0dcitos
atingiram a metéfase Il as 22 horas e ndo houve diferenca entre os tratamentos. Conclui-
se que o presente estudo fornece evidéncias que a MIV de o6citos bovinos pode ser
realizada de maneira sequencial, com o intuito de sincronizar a maturacao nuclear com a

citoplasmatica para melhorar a eficiéncia dos protocolos de MIV.

Palavras-chave: maturacdo oocitaria, progressao meiética, AREG, NRGL1.
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ABSTRACT

In vitro maturation (MIV) of bovine oocytes shows a mismatch in physiological processes
and there is a big interest in the developing approaches to improve its efficiency.
Therefore, this project’s objective was to evaluate the impact of ovulatory cascade
sequential stimulation during MIV of bovine oocytes and to evaluate this sequential
system effects associated to NRG1 supplementation in the procedure final step, in order
to promote culture conditions more similar to the in vivo environment during the cell
culture. This way, the MIV was performed with the following treatments: FSH, SF
(follicular system) and SF- s/A (follicular system without addition of amphiregulin)
during 6 hours of culture and, following, FSH, SF, S (sequential MIV) and S+NRG1
(sequential MIV + NRG1) for 12 and 22 hours of cell culture. At the end of each MIV
time, the oocytes were denuded and stained with Hoechst to analyze the meiotic
progression. The data were transformed into arcsine, tested by ANOVA and the
differences were considered significant when P < 0,05. At 6 hours of MIV, there were no
differences between the groups SF-s and FSH, both showing oocytes in stage of germinal
vesicle, however, when adding AREG in SF na advance in meiosis occurred, once there
was na increasement in germinal vesicle breakdown. This reason motivated us to perform
a sequential treatment in SF medium during the MIV. Thus, SF and S groups showed an
increased number in oocytes in metaphase | at 12 hours, differing from FSH, while
S+NRG1 did not showed differences to the other groups. Furthermore, oocytes reached
metaphase Il at 22 hours and did not showed differences between treatments. It is
concluded that the present study provides evidence that bovine oocytes MIV can be
performed in sequential manner, with the aim of synchronizing nuclear maturation with

cytoplasmatic to improve the efficiency of MIV protocols.

Keywords: oocyte maturation; meiotic progression, AREG, NRG1.
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1 Introducéo

As pesquisas realizadas no modelo animal bovino sdo importantes de inimeras
maneiras e proporcionam avancgos para o0 uso das tecnologias de reproducéo assistida na
agropecuaria. Além disso, a reproducdo de bovinos se aproxima fisiologicamente da
reproducdo em humanos, uma vez que estudos translacionais apontaram semelhangas de
dindmica folicular ovariana e controle enddcrino entre as duas espécies (Beker van
Woudenberg et al., 2012). Como ja estudado em humanos e bovinos, os estagios de
desenvolvimento folicular, mecanismos reguladores de emergéncia da onda folicular e a
selecdo do foliculo dominante sdo equivalentes, assim como a ovulacdo (Malhi et al.,
2007).

Atualmente, é notério o aprofundamento em pesquisas com foco na maturacéo in
vitro (MIV) de odcitos bovinos, ndo so pela semelhanca com as mulheres, mas também
por ser um avango para a agropecudria, ja que o nimero de gestacdes provenientes de
embribes produzidos in vitro € menor em relacdo aqueles produzidos in vivo (SIRARD et
al., 2006). Isto pode ser explicado pela eficiéncia da producéo in vitro (PIV) de embrides
ainda ser consideravelmente baixa, uma vez que apenas 30 a 40% de blastocistos séo
obtidos dos odcitos submetidos a MIV (SIRARD et al., 2006). A maturacao oocitaria é
uma dentre varias etapas da PIV que sdo importantes para o desenvolvimento
embrionario, em que as alteracdes fisioldgicas durante esse processo servem como ponto
de partida para a aquisicdo de competéncia oocitaria (Kawashima et al., 2014).

In vivo, a maturacao oocitaria tem como principal marco a retomada mei6tica, onde
0 nucleo que estava mantido desde a vida fetal em profase | sofre alteracdes até chegar a
metafase Il por meio de efeitos das sinalizagdes pré-ovulatdrias do horménio luteinizante
(LH) (Lonergan and Fair, 2016), e junto a isso, ocorre ativagdo de determinadas vias
metabolicas, rearranjo de diversas organelas citoplasmaticas com intuito de proporcionar
a estrutura adequada para a fecundacg&o, que por fim, a meiose seré finalizada. (Lonergan
and Fair, 2016).

O aumento de LH estimula a cascata ovulatoria (Richards et al., 1998), promovendo
a maturacdo oocitaria, expansdo das células do cumulus (CCs) e ruptura folicular
(Richards et al., 2002; Noma et al., 2011). Dentre os eventos da cascata ovulatéria, o
aumento da expresséao de fatores de crescimento epidermais (EGFs) promove a ativagédo

de vias de sinalizacdo subsequentes e diferentes respostas, incluindo a regulacdo da
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expressao génica, proliferacdo celular e ativacdo das vias MAPK/ERKS e PI3K/AKT
(Harris et al., 2003; Park et al., 2004; Conti et al., 2006; Prochazka et al., 2012; Chen et
al., 2013), importantes para a retomada da meiose e a expansdo das CCs (Freimann et al.,
2004).

Os EGFs fazem parte de um conjugado de EGF e EGF-likes, constituidos por
subtipos como ampirregulina (AREG) e neurorregulina 1 (NRG1) que atuam nas
comunicag0es intercelulares entre CCs e o0cito ativando a maturagdo oocitaria (Noma et
al., 2011; revisado por Richani and Gilchrist, 2017). A NRG1 modula a retomada da
meiose por meio da regulacdo das cascatas intracelulares ativadas pelos demais EGF-
likes, principalmente a AREG (Falls, 2003; Noma, et al., 2011; Shimada and Yamashita,
2011), o que preserva a comunicagéo cumulus-o4cito por mais tempo e retarda a retomada
meiodtica, evento este importante para proporcionar tempo para o rearranjo das organelas
do odcito e resultar na maturacdo adequada para a fecundacdo (Lampe et al., 2000;
Shimada et al., 2016).

J& no procedimento in vitro, o complexo cumulus-oécito (COC) é removido de seu
ambiente folicular provocando a retomada espontanea da meiose, pois a auséncia de
sinalizagdes inibidoras de meiose presentes no fluido folicular faz com que haja a
progressdo meidtica (Gilchrist, 2011). Sendo assim, os sistemas de cultivo comerciais ndo
reproduzem o ambiente in vivo, determinando, assim, um descompasso entre a maturacao
nuclear e citoplasmatica, o que pode resultar no comprometimento da qualidade oocitaria
(Gilchrist, 2011). A maioria dos laboratorios de reproducdo animal utilizam altas
dosagens de hormdnio foliculo estimulante (FSH) para induzir a maturagdo oocitaria,
devido a presenca de seus receptores (FSHR) nas CCs que promovem a ativacdo da
cascata ovulatéria (Freimann et al., 2004; Park et al., 2004; Caixeta et al., 2013). A ligacédo
deste hormonio com seus receptores eleva os niveis de adenosina monofosfato ciclica
(AMPCc) nas CCs, molécula importante de sinalizacdo celular que ativa posteriormente
dois tipos existentes de PKA. A do tipo | permitira que o o6cito continue com a presenca
de vesicula germinativa (GV) e a do tipo Il induz o rompimento da mesma (Farin et al.,
2007).

Concentracbes suprafisiologicas de FSH podem antecipar o fechamento das
jungdes comunicantes entre cumulus e odcito (jungbes GAP), 0 que provoca a
precipitacdo da progressdo meidtica, enquanto que concentragdes mais baixas permitem

a manutencdo da comunicacdo intercelular entre o oocito e as CCs (Ali and Sirard, 2002).

10
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O fechamento das juncdes GAP pode ser justificado pela atividade da via PKC, que atua
na fosforilacdo de conexinas presentes em tal juncdo, causando seu fechamento e
interrompendo a passagem de mensageiros entre as CCs e o6cito (Shimada et al., 2016).
Assim, o uso de altas dosagens de FSH em meios de MIV por longos periodos (20 a 24
horas) podem comprometer a maturacdo oocitaria adequada, uma vez que tal excesso de
estimulagdo difere dos processos fisioldgicos. Estudos anteriores demonstram que a
substituicdo de altas concentra¢fes de FSH no meio MIV por AREG, indutor fisioldgico
da maturacdo do COC, determina producéo embrionaria semelhante a proporcionada pelo
FSH (Soares et al., 2017), entretanto, o uso de AREG favorece o metabolismo do COC,
o que melhora a qualidade embrionéria (Sugimura et al., 2014). Diante disso, € importante
reforcar 0 uso de meios de maturacdo que se aproximem cada vez mais do sistema

fisioldgico para obter melhores resultados de producéo e qualidade do embrido.

Com base nisso, nosso laboratério em colaboragdo com o Laboratdrio de Biologia
Reprodutiva e do Desenvolvimento da Universidade de Mildo desenvolveu uma
estratégia baseada em parametros fisioldgicos para promover a maturacdo in vitro de
oocitos bovinos nomeado “Sistema Folicular” (SF). O intuito deste sistema é expor
inicialmente 0 COCs a um ambiente semelhante ao encontrado no foliculo pré-ovulatério
(fase pré-MIV) e posteriormente induzir a maturacdo final do COCs pela ativacdo da
cascata ovulatdria nas CCs com agentes fisioldgicos que combina em sua composi¢do
AREG, concentracfes intrafoliculares de IGF-1, FSH e esteroides (fase MIV). Além
disso, recentemente nosso laboratério avaliou o efeito da NRG1 na fase MIV desse
sistema e os resultados indicaram atraso na retomada da meiose, 0 que pode ter
contribuido na sintonia entre a maturacdo nuclear e citoplasmatica, visto que os embrides
produzidos apresentaram melhora em seu desenvolvimento (Dellaqua et al., 2023).

Embora este meio de maturacdo seja mais fisioldgico que o meio convencional
que tem como base altas dosagens de FSH, a fase M1V do SF ainda pode ser aprimorada,
uma vez que uma ativacdo sequencial dos indutores da cascata ovulatoria pode
representar melhor o ambiente folicular e promover maior sincronia ndcleo-
citoplasmatica, favorecendo assim, a competéncia oocitaria. Diante disso, 0 objetivo do
presente estudo é avaliar o impacto de uma estimulagcdo sequencial dos indutores da

maturagdo (FSH e AREG) durante a MIV sobre progressédo meiotica.

11
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2 HIPOTESE

A estimulacdo sequencial da cascata de maturagdo associada a8 NRG1 durante a
MIV atrasa a retomada da meiose, o que pode melhorar a sincronia nucleo-citoplasmatica

e resultar em odcitos mais competentes para serem fecundados.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos de uma estimulacdo sequencial da cascata ovulatéria durante

a MIV de odcitos bovinos sobre a progressao meiotica.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito de diferentes indutores da cascata ovulatéria durante a MIV
sobre a manutencdo da vesicula germinativa;

- Avaliar o impacto da estimulacdo sequencial da cascata ovulatéria durante a
MIV de odcitos bovinos sobre a progressao meidtica;

- Avaliar o efeito deste sistema sequencial associado a suplementacdo de NRG1

na etapa final do procedimento sobre a progressao meidtica.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento experimental

Os efeitos da estimulagdo sequencial associada a NRG1 durante a MIV foram
analisados em ao menos 4 réplicas experimentais em grupos de 20 COCs cultivados em
400 pL de meio por 6, 12 e 22 h para avaliagdo da progressdo meidtica.

O meio de maturacdo base para todos 0s experimentos foi composto de TCM 199
com bicarbonato suplementado com piruvato (22 pL/mL), amicacina (75 pg/mL),

12
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albumina sérica bovina (BSA, 4 mg/mL) e cisteamina (1 mM/mL); acrescido de rhFSH
(0,1 Ul/mL) para o grupo FSH, ou acrescido de r-hFSH (0,01 Ul/mL), AREG (100
ng/mL), IGF-1 (10 ng/mL), 17B-oestradiol (50 ng/mL) e progesterona (150 ng/mL) para

0 grupo SF (Sistema Folicular).

4.2 Experimento 1: Avaliacio do efeito de diferentes indutores de maturagéo
oocitéria sobre a progressdo meittica

Para avaliar os efeitos dos tratamentos sobre a progressdo meidtica apds 6 h de
MIV, utilizamos um meio convencional a base de altas dosagens de FSH (grupo FSH),
um meio mais fisioldgico a base de AREG e baixas dosagens de FSH (grupo SF) e outro
meio com baixas concentracdes de FSH e auséncia de AREG (grupo SF-s/A). O meio do
grupo SF-s/A é semelhante ao tratamento SF citado acima, mas sem a adicdo de AREG.
Assim, COCs bovinos foram cultivados durante 6 horas e os o6citos foram desnudos e
corados com Hoechst para anélise da progressdo meiotica. Este experimento nos ajudou
a compreender a ativacao da cascata ovulatoria nas 6 primeiras horas de maturagéo, o que

nos motivou a prosseguir com a MIV sequencial no tratamento do sistema folicular.

4.3 Experimento 2: Impacto da estimulagéo sequencial associada & NRG1
durante a MIV sobre a progressao meidtica

Para investigar os efeitos de uma estimulacdo sequencial associada a NRG1 na
MIV, utilizamos 4 grupos experimentais, em que FSH e SF foram os controles (sem
alteracdo de meios durante a MIV); e S (MIV sequencial) e S+NRG1 (MIV sequencial +
NGR1) foram os tratamentos sequenciais com alteracdes de meios durante a MIV. Para
estes tratamentos sequenciais, utilizamos o meio SF-s/A durante as 6 primeiras horas da
MIV. Ap0ds este periodo, os meios foram trocados para o meio SF acrescido de 1 ng/mL
NRG1 (grupo S+NRG1) ou ndo (grupo S). Assim, COCs bovinos foram cultivados
durante 12 e 22 horas e 0s odcitos foram desnudos e corados com Hoechst para analise

microscopica da progressdo meidtica.

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

13
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Os ovarios bovinos foram coletados de abatedouro local e conduzidos ao laboratorio
imersos em solucdo salina (0,9% NaCl) aquecida a 37 °C e utilizados imediatamente.
Apos higienizagdo dos mesmos com alcool 70%, a aspiracéo dos foliculos com didmetro
de 2 a8 mm foi realizada com o uso de seringa de 10 mL e agulha 19G para obtencédo dos
COCs imaturos. O fluido folicular coletado foi depositado em tubos cénicos estéreis
aquecidos em banho maria & 37 °C até a formagdo de um pellet. Apds sedimentacdo no
liquido folicular, os COCs foram recuperados e classificados, utilizando um
estereomicroscopio, em grau |, I1 ou Il1, de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas
(Khurana and Niemann, 2000). Somente COCs que apresentaram citoplasma
integro/homogéneo e multiplas camadas de CCs compactas foram selecionados para
constituir os grupos experimentais a serem submetidos a MIV.

4.5 Maturacao oocitaria in vitro (MIV)

Apds lavagem em meio TCM199 com HEPES contendo BSA (4 mg/mL) e
amicacina (75 pg/mL), os grupos de COCs foram transferidos para a placa de maturagédo
in vitro. A placas de maturagdo de 4 pogos (NUNC®) foram previamente preparadas com
400 pL de meio de cultivo de acordo com cada tratamento proposto e apds a transferéncia
dos COCs, as placas foram colocadas em incubadora por um periodo de 6, 12 e 22 horas

a temperatura de 38,5 °C e umidade saturada do ar com 5% de CO..

4.6 Andlise da progressdo meidtica

Ao final de cada periodo de MIV, os odcitos foram submetidos a sucessivas
pipetagens para causar um turbilhnonamento e remogdo das CCs circundantes. Em
seguida, os oocitos desnudos foram fixados em metanol 60% e corados com Hoechst
33342 entre lamina e laminula para avaliagdo do material genético. As laminas foram
visualizadas em microscopio com epifluorescéncia e o material genético foi classificado
em vesicula germinativa (GV), quebra de vesicula germinativa (GVBD), metafase | (M1),
metafase Il (MII) e degenerados (DEG).

14
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4.7 Analise Estatistica

Os efeitos dos tratamentos sobre os parametros descritos acima foram analisados
por meio do software JMP (SAS Institute). Para isto, os dados foram transformados em
arco-seno e analisados quanto a normalidade (Shapiro Wilk). Assim, os efeitos foram
testados por ANOVA e as médias foram comparadas por Tukey ou Fisher. Os resultados
estdo apresentados por média £ erro padrdo da média (EPM) e as diferencas foram

consideradas significativas com p < 0,05.

5 RESULTADOS

Em relacdo ao efeito de diferentes indutores de maturacdo oocitéria sobre a
manutencdo da vesicula germinativa, observamos que o tratamento com AREG e baixas
concentracdes de FSH (grupo SF) acelerou a retomada da meiose, uma vez que este grupo
apresentou maior porcentagem de quebra da vesicula germinativa comparado ao FSH
(p=0,0012). Entretanto, o tratamento com baixas dosagens de FSH e auséncia de AREG
(grupo SF-s/A) néo diferiu do controle FSH, onde ambos apresentaram a maioria dos
odcitos no estagio de vesicula germinativa. Os resultados estdo expressos na figura 1.

Ao avaliarmos o impacto da estimulacdo sequencial associada a NRG1 durante
12h de MIV sobre a progressdo meiotica, observamos que ndo houve diferencas entre o
tratamento S+NRG1 e 0s demais grupos, entretanto, os grupos SF e S diferiram do
controle FSH (p=0,0435; figura 2), uma vez que estes apresentaram maiores porcentagens
de o6citos em metéfase 1. Por fim, ndo houve alteragdes na progressdo meidtica apos 22

horas de cultivo nos tratamentos avaliados (p>0,05; figura 3).

15
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FSH SF SF-s/A

EGV mGVBD mDEG

Figura 1: Efeitos de diferentes indutores de maturacdo oocitaria sobre a progressdo meidtica
durante 6h de MIV. As barras em azul mostram a porcentagem de o0citos que permaneceram em
vesicula germinativa (GV; p=0,001) e em laranja aqueles que atingiram a quebra da vesicula
germinativa (GVBD, p=0,0012). As barras em cinza representam a porcentagem de 00citos
degenerados (DEG; p >0,05). Os resultados estdo apresentados por média + erro padrdo da média
(EPM) e as diferengas foram consideradas significativas com p < 0,05.
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Figura 2: Efeitos de estimulagdo sequencial associada & NRG1 sobre a progressdo meiotica
durante 12h de MIV. As barras em azul mostram a porcentagem de o4citos que permaneceram
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em vesicula germinativa (GV; p>0,05) e em laranja aqueles que estavam em quebra da vesicula
germinativa (GVBD, p>0,05). Ja as barras em amarelo representam os oécitos que progrediram
para metafase | (MI; p=0,0435) e em cinza aqueles que estavam degenerados (DEG; p >0,05). Os
resultados estdo apresentados por média + erro padrdo da média (EPM) e as diferencas foram
consideradas significativas com p < 0,05.

] T T T T
] I I T T T
0 ah = = =N
FSH SF S

S+NRG1

e
e (=2} 00 8
o o (=]

1 1 1 )

% (/total de odcitos)

]
o
1

mGV mGVBD mMI mMIl mDEG

Figura 3: Efeitos de estimulacdo sequencial associada a NRG1 sobre a progressdo meidtica
durante 22h de MIV. As barras em azul mostram a porcentagem de o0citos que permaneceram
em vesicula germinativa (GV) e em laranja aqueles que estavam em quebra da vesicula
germinativa (GVBD). Ja as barras em amarelo representam 0s odcitos que progrediram para
metafase | (MI) e em verde aqueles que alcancaram a metéafase 11 (MI1). Os odcitos degenerados
estdo representados pelas barras cinzas (DEG). Os resultados estdo apresentados por média + erro
padrdao da média (EPM); p > 0,05.

6 DISCUSSAO

Avancos nos estudos de MIV sobre a fisiologia ovariana nos mostram a importancia
de tal etapa para aprimorar 0s protocolos vigentes de reproducdo bovina, bem como
agregar conhecimento nos procedimentos in vitro em humanos, uma vez que ambas as
espécies apresentam semelhangas na dindmica folicular (Webb et al., 2007; Orisaka et al.,
2021). Quando a MIV acontece corretamente, melhores séo os resultados da PIV de
embrides, ja que o oposto é um dos grandes fatores que reduz a taxa de embrides

produzidos in vitro (Landim-Alvarenga and Maziero, 2014; He et al., 2021). A maturagéo
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oocitaria em mamiferos é estabelecida por sucessivos eventos que ocorrem desde 0
estagio de vesicula germinativa até a segunda divisdo meidtica (BLANCO et al., 2011).

In vivo, a ovulacédo é dada pelo pico de LH que induz variadas mudancas nucleares e
citoplasmaticas no oocito (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005; SANCHEZ & SMITZ,
2012). Em sintonia, essas alteracdes garantem melhor competéncia oocitaria para uma
futura fecundacgéo (KRISHER et al., 2004). Estudos anteriores mostraram que a NRG1
esta presente nas células da granulosa e CCs (Shimada et al., 2016), que destina a modular
a velocidade da ativagdo da cascata ovulatoria pelas vias EGF-like e ERK1/2 (Falls, 2003;
Noma et al., 2011; Shimada and Yamashita, 2011) ao reduzir os niveis de Ca*2 nas CCs,
atrasando o tempo de maturacdo meidtica (Shimada et al., 2016). Outros estudos
mostraram que o peptideo AREG é um mediador paracrino do sinal de LH no foliculo e
estimula a expansdo das CCs e a progressdo da meiose (Park et al., 2004; Ashkenazi et
al., 2005; Conti et al., 2006). No presente estudo, avaliamos o efeito de diversos
tratamentos sobre a progressdo meiética a fim de melhorar a sincronia dos eventos
ocorridos durante a maturagdo oocitaria. Para isso, dois experimentos foram realizados
para analisar a conformacdo do material genético.

Primeiramente, odcitos maturados com alta dosagem de FSH ou com baixa dosagem
de FSH e auséncia de AREG apresentaram uma maturagcdo mais lenta durante 6 horas de
cultivo, ja que a maioria dos o0citos (80% e 68%, respectivamente) estavam no estagio
de vesicula germinativa, no entanto, ao adicionar AREG no meio MIV com baixa
dosagem de FSH ocorreu a progressdo meiotica, onde foi encontrado mais de 55% de
quebra da vesicula germinativa.

Isto pode ser justificado pelo fato de que o FSH induz a retomada da meiose a partir
da expresséo de fatores EGF-like, como a AREG (Freimann et al., 2004; Gilchrist, 2011),
para entdo ativar as vias ERK1/2 e PKC nas CCs (Falls, 2003; Shimada and Yamashita,
2011). Entretanto, a ativacdo prematura dessas vias pode resultar em desbalanco da
ovulagéo (Shimada et al., 2016), bem como da maturag&o oocitaria. De acordo com isto,
a adicdo de AREG desde o inicio da MIV pode acelerar a maturacdo nuclear, uma vez
que induz diretamente a cascata ovulatoria por meio da ligagdo com seus receptores, 0s
EGFR, nas CCs. (Sugimura et al., 2014; Araujo, 2015). Assim, o presente estudo sugere
que ndo seja necessario a introdugdo do peptideo AREG nas primeiras horas de MIV,
para que ndo haja precipitacdo da progressdo meidtica neste momento, ja que o hormonio
FSH pode induzir gradualmente a produgéo de AREG para entdo, ativar completamente

a cascata ovulatoria. Como observado, a retomada da meiose ocorre mais lentamente ao
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utilizar alta e baixa dosagem de FSH nas fases iniciais da MIV. Diante disso, 0 uso
adequado dos indutores de maturacdo oocitaria desde o inicio da MIV pode melhorar a
sincronia da maturacdo nuclear e citoplasmatica, resultando em odcitos de melhor
qualidade. Com base nesses resultados e a fim de ajustar a retomada da meiose com a
maturacdo citoplasmatica no sistema folicular, adotamos o uso de uma estimulacao
sequencial durante a MIV.

A partir disto, observamos que a maturacdo induzida com AREG (grupo SF) e o
uso sequencial dos indutores da MIV (6h horas com baixa dosagem de FSH seguido de
6h com AREG, grupo S) aumentou a porcentagem de o6citos em metafase | apds 12 horas
de cultivo, diferindo dos odcitos estimulados com alta dosagem de FSH. Emboraa NRG1
tenha acdo moduladora da sinalizacdo dos EGFR, principalmente AREG, neste estudo,
quando adicionamos NRG1 na estimulacdo sequencial (grupo S+NRG1) ndo houve
diferenca com os demais tratamentos. Isto pode ser justificado pelo tempo de maturacao,
uma vez que a maioria dos 00citos ja estavam em metéfase | em todos os grupos apés 12
horas de cultivo (acima de 70%). Possivelmente, uma andlise anterior a este momento da
MIV poderia ressaltar melhor atuacdo da NRG1 durante este processo. Além disso,
estudos anteriores ja ressaltaram a eficacia da NRG1 quanto a modulacdo da maturagédo
oocitaria em camundongos (Noma et al., 2011; Kawashima et al., 2014), suinos (Mao et
al., 2012) e bovinos (Dellaqua et al., 2023).

Outro fato importante observado neste estudo € que, ao final de 22 horas de MIV,
a maioria dos odcitos estavam em metafase 11 em todos os tratamentos testados (acima de
77%), estagio em que o0 odcito esta apto para ser fecundado. Apesar deste estudo ndo
apresentar aumento nas taxas de metafase 11, ndo descartamos a hipdtese de que 0 uso
sequencial dos indutores da maturacdo oocitaria associada a NRG1 pode melhorar a
qualidade oocitaria, se aproximando cada vez mais dos eventos fisioldgicos, bem como
resultar em melhor desenvolvimento embrionario. Novos estudos sdo necessarios para
avaliar tais efeitos em outros parametros, como avaliar a influéncia deste novo sistema a
nivel molecular e de expressdo dos genes, além de testar na PIV. Aqui ressaltamos a
importancia do aprofundamento em pesquisas sobre a maturacdo oocitaria, a fim de
aprimorar 0s protocolos vigentes e consequentemente maximizar o uso dos od4citos

recuperados paramelhores taxas de producdo embrionaria e qualidade dos embrides.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que a estimulacdo através do modelo sequencial proposto neste estudo
durante a MIV de odcitos bovinos mantém a parada mei6tica até 6 horas de maturacéo e
progride normalmente & metéfase 11, o que pode melhorar a comunicacéo cumulus-odcito
e favorecer ao posterior desenvolvimento embrionério. Embora ndo observamos efeitos
significativos da NRG1 neste sistema, acreditamos que sua adi¢do ao meio traz beneficios
para a qualidade oocitaria, assim, mais estudos s@o necessarios para avaliar seu potencial
neste sistema sobre marcadores regulatérios e de competéncia oocitéaria, bem como ser

aplicado na PIV de embriGes bovinos
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