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RESUMO

Uma das biotécnicas mais utilizadas nos ultimos anos, aplicada a reproducao
animal, é a producéo in vitro de embrides (PIVE), biotecnologia que tem desempenhado
papel de destaque na evolugdo da eficiéncia da bovinocultura. Isso se deve,
principalmente, a possibilidade de se aumentar a producdo de bezerros por vaca
geneticamente superior. Porém, trata-se de uma técnica de alto custo e o aproveitamento
de ovdcitos é pouco eficiente. Além disso, também foi verificada uma correlagéo positiva
entre a quantidade de Beta-NGF nos espermatozoides e as taxas de clivagem e
blastocisto na PIVE, o que indica possivel atuacdo durante o desenvolvimento
embrionario inicial. Recentemente verificou-se que a adicdo de 100 ng/mL no meio de
maturagdo de ovocitos aumenta a eficiéncia da PIVE em bovinos. Com o presente
trabalho objetivou-se avaliar o efeito na producao in vitro de embrides bovinos de duas
diferentes concentragdes de B-NGF no meio de maturacéo ovocitaria. Para isso, foram
realizadas PIVESs, nas quais o0s ovocitos foram obtidos a partir da aspiragao folicular, feita
em laboratério, de ovarios coletados em abatedouro comercial de Araguari- MG. Foi
utilizado sémen congelado de um unico touro de central de processamento de sémen
com fertilidade comprovada para producédo in vitro de embrides. Em todas as rotinas
foram utilizadas gotas de meio de maturacdo sem suplementacdo proteica e com
suplementacao de B-NGF nas concentracfes de 100 ng/mL e 500 ng/mL. A taxa de
clivagem foi avaliada 48 horas apés a fecundacéao in vitro, por meio da avaliacdo das
estruturas que apresentavam duas ou mais células. Sete dias apds a fecundacéao, a taxa
de desenvolvimento embrionario era avaliada pela contagem de estruturas que iniciavam
a clivagem e alcancavam o estagio de blastocisto. A taxa de clivagem foi diferente entre
todos os tratamentos, sendo maior com 100 ng/mL e menor com 500 ng/mL. As taxas de
desenvolvimento embrionario ndo apresentaram diferenca. Ja a eficiéncia das PIVEs
também foi maior com 100 ng/mL e ndo apresentou diferenca entre o controle e 500
ng/mL. Pdde-se concluir que a suplementacdo do meio de maturacdo de ovocitos com
100 ng/mL de NGF melhora a matura¢do ovocitaria in vitro, melhorando a eficiéncia da
PIVE. Ja a suplementacdo com 500 ng/mL provoca um efeito negativo, provavelmente

citotoxico, e consequentemente, ndo € indicada em rotinas de PIVE.

Palavras-chave: PIVE, Beta-NGF, embrido, ovdcito, espermatozoide.



ABSTRACT

One of the most used biotechniques in recent years, applied to animal
reproduction, is in vitro embryo production (IVP), a biotechnology that has played a
prominent role in the evolution of cattle breeding efficiency. This is mainly due to the
possibility of increasing the production of calves per genetically superior cow. However,
it is a high-cost technique and the use of oocytes is inefficient. In addition, a positive
correlation was also verified between the amount of Beta-NGF in sperm and cleavage
and blastocyst rates in PIVE, which indicates possible action during early embryonic
development. Recently, it was verified that the addition of 100 ng/mL in the oocyte
maturation medium increases the efficiency of PIVE in cattle. The present work aimed
to evaluate the effect on the in vitro production of bovine embryos of two different
concentrations of B-NGF in the oocyte maturation medium. For this, PIVEs were
performed, in which the oocytes were obtained from follicular aspiration, carried out in
the laboratory, from ovaries collected in a commercial slaughterhouse in Araguari-MG.
Frozen semen from a single bull from a semen processing center with proven fertility
was used for in vitro embryo production. In all routines, drops of maturation medium
were used without protein supplementation and with B-NGF supplementation at
concentrations of 100 ng/mL and 500 ng/mL. The cleavage rate was evaluated 48
hours after in vitro fertilization, by evaluating the structures that had two or more cells.
Seven days after fertilization, the rate of embryonic development was evaluated by
counting the structures that initiated cleavage and reached the blastocyst stage. The
cleavage rate was different between all treatments, being higher with 100 ng/mL and
lower with 500 ng/mL. Embryonic development rates showed no difference. The
efficiency of PIVEs was also higher with 100 ng/mL and do not show any difference
between the control and 500 ng/mL. It can be concluded that the supplementation of
the oocyte maturation medium with 100 ng/mL of NGF improves oocyte maturation in
vitro, improving the efficiency of PIVE. Supplementation with 500 ng/mL, on the other
hand, causes a negative effect, probably cytotoxic, and, consequently, is not indicated

in PIVE routines.

Key words: IVEP, Beta-NGF, embryo, oocyte, spermatozoa
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1 INTRODUCAO

A atividade pecuéria se configura no Brasil como um dos principais pilares do
agronegocio e de suma importancia para a economia nacional. Diante disso, produtores
e empresas do ramo langcam mao de diversas estratégias a fim de obterem melhores
resultados, de modo a garantir o retorno esperado de seus investimentos. Dentre elas, a
exploracdo da capacidade reprodutiva dos bovinos se faz presente por meio de varias
biotecnologias, sendo a producéo in vitro de embrides (PIVE) uma das principais. Essa
técnica permite, por exemplo, um grande aumento na producdo de bezerros por vaca
geneticamente superior e em tempo reduzido, o que contribui para o melhoramento
geneético e, consequentemente, para producao de carne ou leite. Em contrapartida, trata-
se de uma biotécnica bastante onerosa, com baixo aproveitamento de ovocitos e, dentre
as etapas da PIVE, a de cultivo € a mais desafiadora, devido a baixa taxa de formacao
de blastocistos a partir dos ovocitos maturados (MELLO et al, 2016).

Em busca de uma maior viabilidade e eficiéncia da PIVE, algumas pesquisas sao
desenvolvidas a fim de se aprimorar as etapas do processo, desde a aspiracao folicular
(OPU — ovum pick-up), passando pela maturacao (MIV), fertilizacao (FIV), cultivo (CIV),
até a transferéncia dos embrides (TE). Estratégias como a selecdo de doadoras por
meio da contagem de foliculos antrais (CFA) (GARCIA et al., 2017), levando em conta
as diferentes subespécies Bos taurus e Bos indicus (SOUZA et al., 2019), também tém
sido estudadas com o objetivo de se aperfeicoar tais técnicas.

Ratto et al. (2019) identificaram diversas proteinas no plasma seminal, produzido
por glandulas acessorias ao trato reprodutivo masculino, e constatou-se correlacdo entre
estas e a inducao de ovulacdo. Posteriormente, um componente especifico do plasma
seminal de mamiferos foi descoberto e nomeado de fator de inducéo de ovulagéo (OIF)
e que, mais tarde, foi identificado como Beta- NGF. Tratava-se de uma neurotrofina que
consistia na subunidade beta do fator de crescimento neuronal, conhecida néo so pela
acao sobre o desenvolvimento do sistema nervoso, mas também por atuar no eixo
hipotalamo-hipdéfise, de modo a estimular a liberacdo de horménio luteinizante (LH) e
consequente ovulacdo e formacdo do corpo lateo, a partir de sua absorcdo pelo
endométrio (EL ALLALI et al., 2017).

Ainda sobre o beta-NGF, verificou-se que em ovinos, além de ser altamente

expresso pelas células do cumulo mas ndo pelo ovécito durante a maturagéo, correlacao
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positiva entre a adicédo de tal fator nos meios de maturagéo e fertilizacéo e as taxas de
clivagem e desenvolvimento embrionario inicial in vitro (CRISPO et al., 2016). Ademais,
a Beta-NGF parece ter grande influéncia sobre a fertilidade bovina, haja vista que,
guando administrada em vacas durante a inseminagéo, ocorre melhoria na funcao do
corpo lateo, bem como no desenvolvimento do concepto (STEWART et al., 2018).

Recentemente, o grupo de pesquisa do laboratério de Biologia da Reproducéo, do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia, desenvolveu
experimento em que se evidenciou que as condi¢cbes de maturacdo in vitro, como a
composic¢ao do meio, temperatura e atmosfera gasosa podem influenciar diretamente no
sucesso da PIVE. Verificou-se neste estudo efeitos positivos da suplementacdo com
Beta-NGF no meio de maturacdo nao sO sobre as taxas de clivagem, como também
sobre as taxas de formacéo de blastocistos (ARLE, 2019).

Com base nisso, seria interessante avaliar os efeitos da adicdo de Beta-NGF no
meio de maturagdo durante a PIVE em diferentes concentragbes sobre as taxas de

clivagem e taxa de formacéo de blastocistos.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producdo in vitro de embrides (PIVE)

A PIVE é uma biotécnica utilizada na reproducdo animal, que consiste no
desenvolvimento do zigoto, oriundo da interacdo entre espermatozoide e ovdcito,
externamente ao trato reprodutivo da fémea, dividida em algumas etapas: coleta, rastreio
e selecdo de ovdcitos, maturacao in vitro (MIV), fecundacéo in vitro (FIV) e cultivo in vitro
(CIV). (MELLO et al., 2016).

Historicamente, apesar de as pesquisas iniciais relacionadas a manipulacéo de
embrides terem se dado em invertebrados marinhos, nos mamiferos e, mais
especificamente, em animais de produ¢do como bovinos, somente na década de 80 foi
gue houveram os primeiros estudos que envolviam maturacao e fertilizacdo in vitro nessa
espécie, quando, entdo, nasce o primeiro bezerro produzido a partir da técnica ainda em
desenvolvimento (GONCALVES et al., 2007).

No inicio da década de 90 a PIVE comecou a ser implementada no Brasil, cujos

resultados eram limitados principalmente pelo desafio na etapa de cultivo dos embrides,
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em que a conversao de ovocitos maturados para o estagio de blastocisto era muito baixa
(MELLO et al., 2016). Porém, com o avanco e intensificagdo da producéo de carne e
leite, totalizando um rebanho de 218,2 milhdes de cabegas em 2020 (IBGE), tal
biotécnica tem ocupado relevante espaco no cenario nacional. Segundo Viana et
al.(2020) o Brasil foi o segundo maior produtor de embrides in vitro em 2019, atras
apenas dos EUA, ambos em sua maioria de racas leiteiras.

2.2 Beta-NGF

Acreditava-se que espécies de ovulacdo induzida, tais como camelo, Ihama,
coelho, gato, entre outras, dependessem de um sinal nervoso oriundo do estimulo gerado
pela cépula, responsavel por induzir a secrecao do hormonio liberador de gonadotrofinas
(GnRH), seguida do pico pré-ovulatorio do horménio luteinizante (LH) para que entdo
ocorresse a ovulacao. Logo, diferentemente das espécies de ovulacdo espontanea, esse
fendmeno néo seria ciclico e regular. Porém, estudos recentes tém evidenciado que o
evento da ovulacdo nesses animais é desencadeado por um mecanismo um pouco mais
complexo do que apenas um estimulo copulatério. (SILVA. M, et al., 2020)

A proteina Beta-NGF € uma neurotrofina nomeada como fator de crescimento
neuronal, que foi identificada em estudos dos componentes do plasma seminal (RATTO
et al., 2019), cuja sua influéncia sobre o eixo hipotalamo-hipdéfise veio a ser identificada
e, por isso, também passou a ser conhecida como fator de inducdo de ovulacdo (OIF)
em camelideos.

Neurotrofinas (NTs) consistem em proteinas que promovem a diferenciacdo e
crescimento de neurdnios dos sistemas nervoso central e periférico (SNC e SNP) e a
NGF € a mais conhecida delas. Apesar de sua funcgéo ter sido inicialmente reconhecida
tanto em espécies de ovulacao induzida como de ovulacdo espontanea a nivel de SNC
e SNP, varias pesquisas vieram a investigar seus efeitos extra neuronais,
posteriormente. TrkA e p75 sdo receptores de NGF de alta e baixa afinidade,
respectivamente, encontrados em ovarios humanos ainda em fase fetal. Ademais, em
roedores, essa nheurotrofina contribui para um desenvolvimento folicular precoce e
consequente ovulacéo e diferenciacdo de tecido ovariano. (SILVA. M, et al., 2020).

Os mesmos receptores, TrK e p75, foram identificados por Arle (2019) em células

do cumulo e nos proprios ovocitos imaturos bovinos. Nesse estudo, verificou-se também
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a influéncia positiva da suplementagdo com NGF de 100ng/mL em meio de maturacao
ovocitaria sobre as taxas de clivagem e formacao de blastocistos. Os mesmos efeitos
foram notados por Lopes (2022), que, utilizando a mesma concentracado proteica,
comprovou a atuacao da NGF sobre a atividade mitocondrial, como consequéncia, sobre
a producédo de espécies reativas de oxigénio e taxas de morte celular e apoptose, que
se mostraram inferiores no grupo suplementado.

Com o objetivo de detectar marcadores moleculares de fertilidade e subfertilidade
em touros, Silva (2018) avaliou micro-RNAs e proteinas de espermatozoides de bovinos
férteis e inférteis e identificou, dentre varias, a Beta-NGF como um marcador de
fertilidade, comprovada pelas elevadas taxas de clivagem e desenvolvimento

embrionario inicial quando utilizada em PIVEs.

2.3 Importancia da Beta-NGF na reproducéo

Como dito anteriormente, a NGF e seus receptores, como TrkA, descritos em
ovarios, mais especificamente expressos pelas células da granulosa em foliculos pré-
antrais e antrais, parecem promover seu desenvolvimento por meio da diferenciacéo
inicial de foliculos recém-formados em estruturas responsivas a gonadotrofinas que
estimulam a ovulacdo. Além disso, tal proteina e seus receptores sdo expressos em
foliculos antrais e células Iuteas de suinos e em corpo lateo de caprinos. (SILVA. M, et
al., 2020)

Silva et al. (2011), a fim de investigar se o efeito do OIF de Ihamas sobre a
secrecdo de LH seria mediado pela estimulacdo do hipotalamo ou da hipéfise, fizeram
uso de um antagonista de GnRH. Curiosamente, o efeito de liberacdo de LH mediado
pela NGF foi inibido nos animais tratados com o antagonista, que compete pelos
receptores de GnRH na adenohipdfise, 0 que sugere que a secrecdo de LH € modulada
por um efeito direto ou indireto do OIF em neurdnios liberadores de GnRH no hipotadlamo.

Com o objetivo de testar a bioatividade da NGF presente no plasma seminal de
bovinos e determinar seus efeitos sobre a ovulacdo e devenvolvimento do corpo luteo,
Tribulo et al. (2014), em estudo que comparava o plasma seminal de bovinos com de
Ihamas, verificaram efeitos ovulatérios semelhantes em ambos. Além disso, a
administracdo de plasma seminal culminou em uma maior concentragdo plasmatica de

progesterona apés 4 horas da ovulagéo, o que indica um efeito também luteotrofico do
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OIF em bovinos.

Gajardo et al. (2021), diante da relag&o inversa entre o desempenho produtivo e
o desempenho reprodutivo de bovinos leiteiros com a evolu¢do genética dos ultimos
anos, estudaram a influéncia da Beta-NGF na eficiéncia de protocolos de inseminacao
artificial em tempo fixo (IATF). A administracdo sistémica da proteina em novilhas durante
0 pico pré-ovulatorio de horménio luteinizante (LH), apesar de nédo influenciar no diametro
do corpo lateo, melhora sua vascularizacéo e, consequentemente, eleva a concentracéo
plasmatica de progesterona (P4), 0 que parece ser interessante para essa categoria
animal considerada um desafio no manejo reprodutivo em grande parte das fazendas.

Dada a relevancia dessa proteina para a reproducdo como um todo, bem como a
necessidade de elucidagcéao de seus mecanismos de a¢ao, torna-se pertinente investigar,
também, seus efeitos sobre a producéo in vitro de embrides bovinos, objetivo do presente

trabalho.

3 OBJETIVOS

Objetivou-se, com o presente trabalho, investigar o efeito na producao in vitro de
embrides bovinos da adicdo de 100 ng/mL e 500 ng/mL de B-NGF no meio de maturacao

ovocitaria e sua implicacdo na conversado de ovocitos até o estagio de blastocistos.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Ovocitos e sémen

Foram coletados ovarios de vacas abatidas em abatedouro comercial da cidade
de Araguari- MG, armazenados em recipientes térmicos com soro fisiolégico a 37°C e
imediatamente transportados ao Laboratério de Biologia da Reproducédo da UFU, onde
ficavam mantidos a mesma temperatura de 37°C para aspiracao dos foliculos.

Os foliculos antrais ovarianos eram aspirados utilizando seringas de 10 mL e
agulha 18G e o fluido aspirado era transferido lentamente, de modo a evitar atritos e
turbilhonamentos, para tubos de 50 mL, onde permanecia por 15 minutos para a

sedimentacao. O sedimento era depositado em placas de poliestireno de 90 x 15 mm
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para posterior rastreio dos ovocitos em microscopio estereoscopio. Os ovocitos a serem
selecionados eram os classificados como grau | e Il, segundo a classificagao de Stojkovic
(2001). Os ovocitos com células do cumulus compactas com mais de 3 camadas,
ooplasma com granulagbes finas e homogéneas, preenchendo o interior da zona
pellcida e de coloracéo escura eram considerados grau |. Ja os considerados grau Il eram
aqueles comcélulas do cumulus parcialmente compactas presente em volta do ovécito
ou rodeando-o por completo com menos de 3 camadas, ooplasma heterogéneo com
presenca de granulacgdes, podendo apresentar coloracdo mais clara na periferia e
citoplasma preenchendo todo o interior da zona pelucida.

Foi utilizado sémen congelado em nitrogénio liquido de um Unico touro de central
especializada e com fertilidade comprovada para producdo in vitro, ja utilizado no

Laboratério de Biologia de Reproducdo Animal da UFU.

4.2 Maturagéo in vitro

Os ovacitos selecionados eram lavados uma vez em meio de lavagem TCM — 199
HEPES (0,2mM piruvato sodico, 10mM HEPES acido, 10mM de HEPES sddico, 5mM
bicarbonato de sédio, 83ug/mL de amicacina, suplementado com 10% de soro fetal
bovino) e uma vez em meio de maturacdo TCM 199 com bicarbonato (0,2mM piruvato
sédico, 26mM bicarbonato de sédio, 83ug/mL de amicacina, 1pg/mL FSH, 5ug/mL LH,
suplementado com 10% de soro fetal bovino). Eram transferidos de 15 a 20 ovdcitos por
gota de 100uL de meio de maturacao, cobertas com 6leo mineral em placas de petri de
poliestireno de 60 x 15 mm e mantidos por cerca de 22 h em estufa na temperatura de
38,5°C, 100% de umidade e atmosfera de 5% de CO?2.

Foram escolhidas, aletoriamente, 2 gotas para o grupo controle, 2 submetidas a
suplementacdo de NGF na concentracdo de 100 ng/mL, recomendada por Crispo et al.
(2016), e outras 2 que foram submetidas a suplementacdo de NGF na concentracao de
500 ng/mL.

4.3 Fertilizacao in vitro

Apds maturados, os ovocitos passavam por 3 lavagens em microgotas de 100 pL

de meioTalp-fert (suplementado com 0,2 mM piruvato sodico, 20,4 uM penicilamina, 10,2
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MM hipotaurina, 1,97 pM epinefrina, 10 pg/mL heparina, 6 mg/mL BSA e 83 pg/mL
amicacina), eeram transferidos para gotas de 100 pL de meio Talp-fert cobertas com
6leo mineral em placas de poliestireno de 60 x 15 mm. A fim de selecionar os
espermatozoides viaveis, uma dose de sémen era descongelada em banho-maria a 37°C
por 30 segundos e depositada sobre um gradiente de Percoll, preparado previamente em
um tubo de 15 mL composto por 500uL de Talp-sperm e 500 uL da solugédo de Percoll
90%, formando assim, a camada de Percoll 45% e outra camada, abaixo da primeira,
composta por 1 mL da solucdo de Percoll 90%. Apés a deposicdo do sémen sobre o
gradiente, era feita a centrifugacdo a 900xg, durante 30 minutos. Realizada a
centrifugacéo, era transferido 30uL do sedimento formado no fundo do tubo, com auxilio
de uma micropipeta, para um tubo contendo 30 pyL de meio Talp-fert (TUBO FIV) para
correcao da concentracéo e capacitacado dos espermatozoides a serem utilizados na FIV.
Cinco microlitros do TUBO FIV foram transferidos para outro tubo com 150 yL de meio
Talp-fert, a fim de se avaliar a motilidade (TUBO MOTILIDADE), e, 5 pL para outro contendo
250 uL de &agua Milli-Q (TUBO CONCENTRACAO), para a determinacdo da
concentragcao espermatica.

A contagem era feita na camara de Neubauer, preenchendo com 15 a 20uL do
contetido do TUBO CONCENTRACAO, cada reticulo da camara. Foram contabilizados
0s espermatozoides contidos em 5 quadrados da camara de Neubauer para se
determinar o volume de meio Talp-sperm que seria adicionado ao TUBO FIV para ajustar
a concentracao espermatica em 100.000 espermatozoides por gota de 100 uL.

Era feita, entdo, a adigao de 4 pL desta mistura em cada gota da placa de FIV, o
gue resultava em uma concentracdo de 100x10% espermatozoides por gota de FIV e

correspondia a 5x103 espermatozoides por ovdcito.

4.4 Cultivo in vitro

Os provaveis zigotos eram desnudados mecanicamente por pipetacdes
sucessivas e lavados por 3 vezes em gotas de 100uL de meio SOF (acrescido de 0,2
mM piruvato sodico, 5 mg/mL BSA, 2,5% de soro fetal bovino e 83 pg/mL amicacina) e
entdo transferidos para gotas de 100 uL de meio SOF cobertas com 6leo mineral em
placas de poliestireno de 60 x 15 mm, onde eram cultivados por 6 dias.

A taxa de clivagem era avaliada 48 horas apo6s a fecundagéo in vitro por meio da
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contagem dos embrides que apresentavam duas ou mais células (taxa de clivagem = n°
de estruturas clivadas / n°® de ovdcitos iniciais). Ja a taxa de desenvolvimento embrionario
era determinada no sétimo dia apos a fecundacéo, calculada em relacdo ao nimero de
ovocitos que iniciavam a clivagem e chegavam a este estagio de desenvolvimento (taxa
de desenvolvimento embrionério = n° de blastocisto/ n® de embrifes utilizados para
calculo da taxa de clivagem). Para avaliacdo da real eficiéncia da PIVE, foi utilizado um
parametro que leva em conta a conversdo do ovocito em estagio imaturo até a formacao
do blastocisto propriamente dito, o que difere da taxa de desenvolvimento embrionario,
uma vez que esta foi calculada a partir dos ovdécitos que iniciaram o processo de

clivagem.

4.5 Avaliacao estatistica

Foram realizadas 11 rotinas de PIVEs. Como existem diversas variaveis ndo
controladas que influenciam os resultados das PIVEs, foi utilizado um teste estatistico
pareado de comparacdo entre os tratamentos (grupos), iSso porque, as variaveis em
cada rotina eram as mesmas, com excecao da concentracdo de NGF no meio de
maturacao ovocitaria. Assim, mesmo que existam diferencas das demais variaveis entre
cada rotina de PIVE, esse efeito € neutralizado pela aplicacédo do teste pareado.

Para a escolha do teste estatistico a ser utilizado, inicialmente foi verificada a
distribuicdo dos dados utilizando-se o teste Komogorov-Smirnov. Como a distribuicao
dos dados foi caracterizada como “normal”, foi realizado o teste “t” pareado para verificar

diferencas entre os grupos.
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5 RESULTADOS

As taxas de clivagem, de desenvolvimento embrionério e eficiéncia das PIVEs
estdo demonstradas nas figuras 1, 2 e 3, respectivamente.

Taxa de clivagem
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Figura 1: Gréafico demonstrando a média e o erro padréo das taxas de clivagem dos ovdcitos do

Grupo Controle, Grupo com 100ng de NGF e Grupo com 500ng de NGF em meio de maturacgéo.

Os resultados obtidos e a avaliacdo estatistica mostram que, quanto as taxa de
clivagem, houve diferencas entre os trés tratamentos, em que 0s ovocitos suplementados
em meio de maturacdo com 100ng/mL clivaram mais em um periodo de 48 horas apos
a FIV do que aqueles sem suplementacdo e com suplementacdo de 500ng/mL. Vale

ressaltar que a taxa de clivagem no grupo Controle foi superior ao grupo 500ng.
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Figura 2: Gréfico demonstrando a média e o erro padrdo das taxas de desenvolvimento
embrionério dos ovécitos do Grupo Controle, Grupo com 100ng de NGF e Grupo com 500ng de

NGF em meio de maturacao.

Quanto as taxas de desenvolvimento embrionario, ndo foi observada diferenca
entre os tratamentos, porém o grupo 100ng teve taxa numericamente superior que 0s

demais.
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Eficiéncia da PIVE
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Figura 3: Grafico demonstrando a média e o erro padréo representativo da Eficiéncia da PIVE no

Grupo Controle, Grupo com 100 ng de NGF e Grupo com 500 ng de NGF no meio de maturacao.

Diante da analise da eficiéncia da PIVE, notou-se diferenca entre o grupo com
suplementacdo de 100ng/mL e controle e, também, entre o grupo 100ng e 500ng, ou
seja, a técnica se mostrou mais eficiente quando implementada a suplementacdo de
100ng no meio de maturacdo, do que quando ndo suplementada (grupo controle), ou

guando implementada na concentragdo de 500ng/mL.
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho demonstraram que a suplementagdo com
Beta-NGF com 100ng/mL melhorou a taxa de clivagem e eficiéncia da PIVE, mas n&o a
taxa de desenvolvimento embrionario, ao contrario de Arle (2019) que observou melhora
tanto na taxa de clivagem como na de blastocisto. Observando a figura 2 percebe-se que
o valor numérico da taxa de desenvolvimento embrionario € maior no grupo 100 ng, o
gue sugere que se o0 experimento fosse realizado com um nimero maior de rotinas de
PIVE, o resultado poderia ser semelhante ao encontrado por Arle (2019). De qualquer
forma, a maior eficiénia das PIVEs podem ser explicada pelos resultados obtidos por
Lopes (2022) e Arle (2019).

Lopes (2022) avaliou a atividade mitocondrial de ovocitos submetidos a
suplementacdo de 100ng/mL na maturacdo e percebeu que esta foi superior no
tratamento quando comparado ao grupo controle. Aléem disso, pdde perceber que as
células do cumulo dos ovadcitos suplementados apresentavam menos EROs (espécies
reativas de oxigénio). No mesmo trabalho, avaliou-se a taxa de apoptose e morte celular
por meio da adicdo de corantes marcadores especificos de acidos nucleicos de células
mortas e células em apoptose, em que se evidenciou, também, o efeito positivo da
suplementacdo com Beta-NGF sobre estes parametros.

Um importante fator que pode interferir no sucesso da PIVE e mais
especificamente na maturacao ovocitaria sdo as células do cumulo, responséaveis pela
producédo de acido hialurénico, que protege a zona pellcida e esta relacionado com
processos de capacitacdo espermatica. Além disso, juncfes comunicantes entre estas e
0 ovacito, que formam o complexo cumulo-ovacito, sdo imprescindiveis para passagens
de nutrientes e proteinas reguladoras da maturacdo (BUENO, BELTRAN, 2008). Sabe-
se que a presenca de mitocondrias também influenciam neste evento, uma vez que séo
responsaveis pela producdo de adenosina trifosfato (ATP) e regulacdo de calcio
intracitoplasmatico, além de estarem envolvidas no processo de apoptose
(DUMOLLARD et al., 2007).

Apesar da grande importancia das mitocondrias para execucdo de atividades
citoplasmaticas que exigem energia, a geracdo de ATP leva a um aumento de EROs,
que podem causar degradaces lipidicas de membranas e interferem na viabilidade

celular. Torna-se importante ressaltar que durante a maturacdo ovocitaria, devido a
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grande exigéncia energética, uma grande quantidade de EROs € gerada, porém, in vivo,
0 contato do complexo cumulo-ovécito com o liquido folicular, rico em susbtancias
antioxidantes, impede o efeito deletério dessas espécies sobre a viabilidade ovocitaria,
0 que nao ocorre na PIVE, uma vez que esse contato € impedido pela aspiracdo antes
mesmo da completa maturacdo (CHAPPEL,2013; AMBEKAR et al.,2013).

Arle (2019) comprovou a presenca dos receptores Trk e p75 em ovQcitos bovinos
imaturos e suas células do cumulo e evidenciou o efeito positivo da suplementacdo de
100 ng/mL de Beta-NGF em meio de maturacdo ovocitaria na PIVE, o que levou a
melhores taxas de clivagens e formacéo de blastocistos. A partir disso, pode-se perceber
gue o efeito benéfico de tal proteina nao se limita & maturagéo, pois permanece durante
o desenvolvimento embrionario inicial, uma vez que contribui também para formacao de
blastocistos. Logo, a Beta-NGF parece melhorar de fato a qualidade dos ovocitos.

Assim, os resultados de Lopes (2022) corroboram a ideia de que, além dos
beneficios relacionados a maior atividade mitocondrial, bem como a menores taxas de
morte celular e apoptose, tais efeitos estdo relacionados com a possivel acéo
antioxidante da Beta-NGF durante a maturacao ovocitaria, dada a menor producéo de
EROs nas células suplementadas. Contudo, esperava-se que a adicdo de uma
concentracdo maior desta proteina no meio de maturacdo maximizaria esses impactos
positivos, 0 que evidentemente néo foi observado na avaliacdo dos dados obtidos no
presente estudo.

O TrkA é um receptor de alta afinidade e p75 de baixa afinidade (SILVA. M, et al.,
2020). Apesar de pouco elucidadas as reacdes especificas desencadeadas pela ativacao
do receptor p75, sabe-se que este induz apoptose. Ja o TrkA é um receptor de tirosina
guinase, especifico de NGF, que quando ativado desencadeia uma cascata de reacdes
gue culminam na liberacdo de célcio intracitoplasmatico e inibem mecanismos
apoptéticos. Porém, quando ambos sdo ativados, 0 que provavelmente ocorreu nos
ovécitos do experimento de Arle (2019), o estimulo gerado por TrkA € potencializado.
(BIBEL et al., 1999).

A taxa de clivagem, apesar de ndo possuir uma relacdo absoluta com a
fertilizacdo, frequentemente é utilizada para indicar a capacidade fecundante in vitro de
amostras de sémen. No presente trabalho, apesar de ndo observada diferenca entre os
tratamentos quanto a taxa de formacdo de blastocistos, verificou-se, também, maiores

taxas de clivagem com a suplementacdo de 100 ng/mL, o que pode indicar que a
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clivagem esta associado ndo apenas a fecundacéo ou nao fecundacgéo dos ovocitos, mas
muito provavelmente também é influenciada pelas condicdes da maturacao celular. J4 a
taxa de desenvolvimento embrionario, como calculada no presente trabalho, indicaria
como o fator testado influenciaria o desenvolvimento embrionario inicial.

No Grupo de 500 ng a taxa de clivagem foi inferior ao Grupo 100 ng e ao Controle
e a eficiéncia da PIVE foi semelhante ao Grupo Controle e inferior ao Grupo 100 ng.
Diante dos fatos, pode-se especular duas hipéteses. A primeira e mais provavel € que
com o aumento da quantidade de Beta-NGF no meio, houve uma maior ligagdo no
receptor de baixa afinidade (p75) ampliando seu efeito negativo, sobrepondo o efeito
positivo do TrKA. A segunda hipétese e menos provavel € que a concentracdo de Beta-
NGF pode influenciar na proporcédo de receptores de neurotrofinas no ovocito e/ou
células do cumulo, de modo que concentracbes mais elevadas de tal proteina
impulsionam a expressdo de receptores p75 em detrimento dos TrkA. Em ambas
hipbéteses ocorreria um possivel efeito citotéxico, ampliando a apoptose, 0 que explicaria

a taxa de clivagem no Grupo 500 ng inferior ao Grupo Controle.

7 CONCLUSAO

A suplementacdo do meio de maturacdo de ovocitos com 100 ng/mL de NGF
melhora a maturacdo ovocitaria in vitro, melhorando a eficiéncia da PIVE. Ja a
suplementacdo com 500 ng/mL provoca um efeito negativo, provavelmente citotoxico, e

consequentemente, nao € indicada em rotinas de PIVE.
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