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RESUMO

A produgdo in vitro de embrides (PIVE) ja vem sendo uma técnica muito utilizada no Brasil
aplicada a reproducdo animal, apresentando destaque na evolu¢do da eficiéncia na
bovinocultura. Contudo, essa biotecnologia ainda possui baixa eficiéncia no aproveitamento de
ovdcitos e, portanto, precisa ser melhorada. Ja existem trabalhos que verificaram efeitos
positivos da suplementacao de 100ng/ml da proteina B-NGF ao meio de maturacido ovocitaria
in vitro (MIV). Porém, por outro lado, existem trabalhos que demonstram possiveis efeitos
citotéxicos na suplementacao de 500 ng/ml de proteina B-NGF no mesmo meio. Portanto, ainda
se faz necessario a determinacdo da dosagem ideal de B-NGF no meio de maturagdo. Com o
presente trabalho, objetiva-se determinar a partir de qual concentragdo o B-NGF € citotdxico
para os ovdcitos e células do cimulo por meio da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs). A citotoxicidade do B-NGF foi avaliada em complexos cimulo- o6foros (CCOs) e
foram testadas as concentracdes de 50 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml, 350 ng/ml, 500 ng/ml e
1000 ng/ml no meio de MIV. Para a avaliacdo da citotoxicidade os CCOs foram avaliados em
microscopio EVOs com marcacdo para espécies reativas de oxigénio (EROs). A maior
concentragdo que nao for pior do que os valores do grupo controle seria, teoricamente, a mais
adequada para ser utilizada nas rotinas de PIVE. Foi possivel observar que as concentracoes até
200ng/mL ndo apresentam diferenca estatistica significante quanto ao grupo controle, sendo
assim a maior concentracdo que causa ainda efeitos benéficos sem acarretar em um aumento

significativo de EROs.

Palavras-chave: fertilizacao in vitro; beta-NGF; DCF, ERO; espécie reativa de oxigénio.



ABSTRACT

The in vitro production of embryos (IVP) has already been a widely used technique in Brazil
applied to animal reproduction, standing out in the evolution of efficiency in cattle farming.
However, this biotechnology still has low efficiency in the utilization of oocytes and, therefore,
needs to be improved. There are already studies that have verified positive effects of
supplementation with 100 ng/ml of the B-NGF protein in the in vitro oocyte maturation (IVM)
medium. However, on the other hand, there are studies that demonstrate possible cytotoxic
effects with supplementation of 500 ng/ml of B-NGF protein in the same medium. Therefore, it
is still necessary to determine the ideal dosage of B-NGF in the maturation medium. The present
study aims to determine from which concentration B-NGF is cytotoxic to oocytes and cumulus
cells through the production of reactive oxygen species (ROS). The cytotoxicity of B-NGF was
evaluated in cumulus-oocyte complexes (COCs), and the concentrations of 50 ng/ml, 100
ng/ml, 200 ng/ml, 350 ng/ml, 500 ng/ml, and 1000 ng/ml were tested in the IVM medium. For
the evaluation of cytotoxicity, the COCs were analyzed under an EVOs microscope with
staining for reactive oxygen species (ROS). The highest concentration that is not worse than the
values of the control group would, theoretically, be the most suitable to be used in IVP routines.
It was possible to observe that concentrations up to 200 ng/mL do not show a statistically
significant difference compared to the control group, thus being the highest concentration that

still causes beneficial effects without resulting in a significant increase in ROS.

Keywords: in vitro fertilization; beta-NGF; DCF; ROS, reactive oxygen species.



SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt 10
OBUIETIVO ...ttt et ettt et et e e naaee e 13
REVISAO DE LITERATURA ........cocootiiiiiiiiieieieie s 13
Producao in vitro de embrides (PIVE) em bovinos ...................cccccoevvviiiiiinieennnnnn. 13
Fator de crescimento nervoso BNGF (B-NGF)ea PIVE ................cccoooiiinnnn. 14
Efeitos citotoxicos do B-NGF ............ccooooiiiiiiiiiiiiieee e 15
METODOLOGIA ... ..ottt e e 17
ANALISE DE IMAGEM COMPUTACIONAL.........c.cc.coovviviiieieeeeeseeereeen 17
ANALISE ESTATISTICA .....coooivimiiiiioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 20
RESULTADOS ...ttt ettt e ettt e et e e abeeenabeeenaaeeenns 20
DISCUSSAOQ ..ottt 21
CONCLUSAQ ...ttt 23
REFERENCIAS ...ttt 24



10

1 INTRODUCAO

Segundo dados copilados por Gongalves & Viana (2019), o Brasil consolidou-se como
lider mundial na produgao in vitro de embrides (PIVE) a partir de 2007, respondendo por cerca
de 48% da atividade global. No entanto, em 2023 a produgao in vitro de embrides bovinos no
Brasil caiu 20,2% emrelagdo a 2022. Também em 2023 o Estados Unidos da América produziu
quase um milhdo de embrides, o que equivale mais do que o dobro do produzido no Brasil
(Vianna, 2024). Isso demonstra a necessidade da melhoria da biotecnologia da PIVE no Brasil.

Apesar dos avancos metodoldgicos, a taxa de desenvolvimento embrionério in vitro
ainda permanece abaixo do ideal (Hellstern, 2022), ademais, estudos demonstram que embrides

produzidos in vitro apresentam uma criotolerancia menor do que aqueles produzidos in vivo
(Ferré et al, 2019), o que justifica o interesse crescente em estratégias que aprimorem a
competéncia ovocitaria e a viabilidade embrionaria ao longo das etapas da PIVE. Nos dias de
hoje, os avancos na PIVE buscam melhorar o desempenho geral em todos os estigios, dentre
eles, a maturacio in vitro (Ferré et al, 2019).

A PIVE é composta por trés etapas principais, sendo elas a maturagao in vitro (MIV)
dos ovocitos, a fertilizacdo in vitro (FIV) com espermatozoides capacitados e o cultivo in vitro
(CIV) dos embrides até estagio de blastocisto (Maciel et al., 2025). Esses estagios asseguram
a competéncia ovocitaria, a fecundag¢do e o desenvolvimento embrionario inicial, mas, apesar
de avancos no controle laboratorial, ainda menos de 40% dos ovécitos maturados chegam a
fase de blastocisto (Martins, 2023) e os embrides produzidos frequentemente apresentam
qualidade inferior aos obtidos in vivo (Hellstern, 2022).

Na busca por aumentar a efici€éncia da PIVE, varios fatores vém sendo estudados como
aditivos aos meios de cultura. Dentre eles esta o fator de crescimento nervoso B (B-NGF), uma
proteina da familia das neurotrofinas, originalmente descrita por sua atua¢do no crescimento e
sobrevivéncia neuronal durante o desenvolvimento embrionario, mas que também apresenta
funcdes relevantes no sistema reprodutivo de mamiferos (Crispo et al., 2016). Na PIVE, a
suplementagdo dos meios de MIV (Martins, 2023), FIV (Hellstern, 2022) e CIV (Crispo et al.,
2016) com o B-NGF tem sido investigada como forma de melhorar a competéncia ovocitaria e
as taxas de clivagem; no entanto, resultados divergentes t€m sido observados. Martins (2023)
observou que a suplementacdo do meio de maturagdo com 100ng/ml de NGF influéncia

positivamente na eficiéncia da producdo in vitro de embrides, favorecendo a clivagem e a
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formacao de blastocistos. Contudo, quando os meios foram suplementados com 500ng/ml, ndo
houve diferenga quanto ao grupo controle, ressaltando que além de ndo haver diferenca, a taxa
de clivagem do grupo controle foi ainda superior do que aqueles suplementados com 500ng/ml,
possivelmente por apresentar um efeito citotoxico em concentragdes maiores. Chung e Hong
(1998) demonstraram que o NGF pode induzir citotoxicidade em células PC12 sobre condi¢des
de hipoglicemia, refor¢cando a hipétese de que concentracdes elevadas podem comprometer a
viabilidade celular. Outro trabalho ainda demonstrou que o B-NGF em excesso prejudicou a
comunicacdo bidirecional entre ovdcito e células do cimmulos por meio de um receptor de alta
afinidade presente nas células do cimmulos, resultando em menor competéncia ovocitdria
(Zhai et al.,2018). Tais achados ressaltam a necessidade de determinar a concentragao ideal do
B-NGF nos protocolos de PIVE.

Os mecanismos pelos quais o B-NGF pode exercer efeitos citotoxicos ainda ndo estdo
totalmente elucidados, mas evidéncias sugerem que concentragdes elevadas dessa neurotrofina
podem desencadear repostas celulares adversas (Chung; Hong, 1998). Em células PC12, foi
relatado que o tratamento com NGF foi associado ao aumento dos niveis de célcio intracelular,
sendo um fator determinante na morte celular mediada pelo NGF (Chung; Hong, 1998). No
contexto reprodutivo, alteracdes na comunicagdo entre ovocito e células do cimmulos podem
afetar a transferéncia de sinais moleculares e nutrientes essenciais para o posterior
desenvolvimento embrionario (Zhai et al, 2018). Essas observagdes reforcam a hipdtese de que
a suplementacdo com o NGF deve considerar nao apenas o momento de adi¢do nos meios, mas
também a concentragdo capaz de promover beneficios sem induzir citotoxicidade.

Assim, apesar dos avangos sobre o entendimento dos efeitos do B-NGF sobre a PIVE,
os resultados obtidos até hoje ainda s3o pouco elucidados, necessitando de melhor
esclarecimento sobre o quanto de B-NGF € realmente benéfico. Enquanto alguns trabalhos
demonstram aumento na taxa de clivagem e melhora na qualidade embrionaria com
determinadas concentracdes (Martins, 2023), outros apontam que certas doses possam talvez
comprometer a viabilidade celular e reduzir o sucesso (Hellstern, 2022; Martins, 2023). Além
disso, a maior parte das pesquisas sobre citotoxicidade concentra-se em modelos celulares nio
reprodutivos, o que limita a extrapolacdo dos dados para a PIVE (Chung; Hong, 1998; Zhai et
al.,2018). Assim, é de grande importancia buscar investigar como as diferentes concentragdes
de B-NGF afetam cada etapa da PIVE, considerando taxa de desenvolvimento, potenciais

efeitos citotoxicos e otimizando os protocolos.
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As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdao moléculas altamente reativas resultantes
da reducdo do oxigénio por elétrons durante o metabolismo celular. Essas espécies atuam como
segundos mensageiros em vias de sinalizacio e controle celular apresentando papel importante
no desenvolvimento embrionério, proliferacdo e diferenciacdo celular (Jamil et al, 2020). Em
geral, as EROs sdo subprodutos naturais do metabolismo celular e sdo fundamentais para a
homeostase celular. Em condicdes fisiologicas, sistemas antoxidantes naturais mantém o
equilibrio entre a producdo e a neutralizacdo dessas espécies reativas, quando esse equilibrio é
rompido, uma quantidade excessiva de EROs serd produzida sem a correspondente eliminacgdo,
levando ao estresse oxidativo, acarretando desde morte celular devido a danos ao DNA,
proteinas, carboidratos, lipideos e homeostase, até defeitos no metabolismo celular, na
morfologia ou nas vias de sinalizacdo (Costa et al, 2022).

Durante a MIV, os efeitos das EROs sobre ovdcitos e desenvolvimento embrionério
ainda sdo controversas, concentracoes elevadas de EROs na maturacdo exercem um efeito
negativo nos embrides bovinos antes do estigio de blastocisto, entretanto, ha evidéncias de que
essas espécies podem também desempenhar fungdes regulatorias na atividade celular,
controlando a producido e a ativa¢do de substancias (Morado et al, 2009). Foi observado que
durante 22h de maturagao os niveis de EROs sofreram uma flutuagao, fato que foi relacionado
com as variacdes do metabolismo celular das CCOs durante o processo de maturacio, além
disso, foi demonstrado que o consumo de oxigénio pelas CCOs aumenta durante a MIV em
decorréncia da fosforilacdo oxidativa mitocondrial (Morado et al, 2009). Dessa forma,
evidencia-se que durante a etapa da MIV existe uma produgao de EROs natural, contudo, essa
producdo ndo deve ultrapassar a capacidade da célula de produzir substancias antioxidantes,
fator que pode ocorrer devido a diversos motivos, como a adicdo de substincias ao meio em
concentragdes inadequadas.

Além disso, um estudo evidenciou uma relacio positiva entre a porcentagem de EROs
produzidas pelas células da granulosas e o indice de apoptose nessas células, indicando uma
associacao entre aumento de EROs e ativacdo de mecanismos de morte celular, ademais,
evidéncias demonstraram que niveis elevados de EROs podem causar danos ao ovdcito e
reduzir competéncia durante a fertilizacao (Jancar et al, 2007). O estresse oxidativo foi descrito
também como um fator prejudicial as células da granulosa, podendo resultar desde crescimento
anormal até perda da funcdo, além disso, esse estresse pode interferir na comunicacio entre

ovocitos e células da granulosa, contribuindo para a redu¢do da qualidade ovocitéria (Costa et
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al, 2022). Em condi¢des normais e concentracdes moderadas, EROs sdo essenciais para o
desenvolvimento de ovdcitos, desencadeando a retomada meidtica. Entretanto, foi
demonstrado que nas condi¢des de maturagdo in vitro os ovocitos sdo mais facilmente afetados
pelo acimulo de EROS, interferindo negativamente a integridade do fuso meidtico (Costa et
al, 2022).

Considerando o potencial do B-NGF para modular processos celulares e reprodutivos,
aliado as evidéncias de que concentracdes elevadas podem prejudicar o desenvolvimento
embriondrio (Martins, 2023; Hellstern, 2022) e de que em determinadas condi¢des induz morte
celular (Chung; Hong, 1998), este estudo tem como objetivo avaliar as diferentes
concentracdes de B-NGF na etapa de maturacdo in vitro da PIVE e descobrir quais dessas
concentragdes sao adequadas para melhorar a maturacdo dos ovocitos assim como os niveis
que induzem posséivel citotoxicidade com aumento na producdo de EROs.

Por fim, a compreensao dos efeitos do B-NGF sobre cada etapa da PIVE, com destaque
para a fase de maturacao, faz-se essencial para otimizar os protocolos de producdo embrionéria
e aprimorar os indices reprodutivos da bovinocultura. Os resultados obtidos podem contribuir
para a definicdo de protocolos eficientes e seguros, ampliando a possibilidade de aplicacdo de

biotecnologias utilizando B-NGF na reproducao.

2 OBJETIVO
Verificar a partir de qual concentracio o B-NGF no meio de maturacao € citotoxico para
os ovQcitos, acarretando no aumento da formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) nos

ovocitos.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Producao in vitro de embrides (PIVE) em bovinos

A producdo in vitro de embrides vem sendo uma das biotecnologias mais utilizadas para
aumentar a eficiéncia da reproducdo da bovinocultura, isso se da devido ao fato de possibilitar
uma maior producdo de embrides por vaca em um menor periodo (Martins, 2023). Dados
demonstram que, apesar das flutuagdes que ocorreram nos ultimos anos, com o Estados Unidos

da América se aproximando de um milhdo de embrides produzidos in vitro, o Brasil
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ainda se destaca em segundo lugar nos maiores nimeros de produgdo in vitro de embrides
(Viana, 2024).

A técnica de PIVE compreende trés fases: maturacdo in vitro (MIV), fertilizacao in vitro
(FIV) e cultivo in vitro (CIV) (Maciel et al., 2025). A maturacio in vitro consiste na colocaciao
dos ovdcitos em condicdes controladas por 20 a 24h, sendo uma etapa importante, visto que €
0 momento em que ocorrem transformagdes nucleares e citoplasmaticas que viabilizam a futura
fertilizacdo (Martins, 2023), a competéncia e a qualidade ovocitaria nessa fase representa um
fator importante na determinacdo das taxas de desenvolvimento de blastocistos (Ferré et al,
2019). A fertilizagdo in vitro consiste no momento quando os ovdcitos maturados e 0s
espermatozoides sdo unidos a fim de que ocorra a fertilizagdo e posterior formacao do zigoto
(Martins, 2023). E por fim, o cultivo in vitro desses embrides, momento em que as morulas e
blastocistos serao cultivados (Martins, 2023).

A PIVE € uma das biotécnias relacionadas a reproducdo mais importantes atualmente,
pois possibilita uma maior produc@o e com alto potencial genético, contudo, € uma ténica de alto
custo (Martins, 2023). Segundo dados do [0th International Ruminant Reproduction
Symposium (Viana et al., 2018), A Argentina e o Brasil sao detentores das industrias de
embrides mais ativas da América do Sul além de relatar também que a industria brasileira de
embrides sofreu grande aumento do ano de 2002 a 2012 dado principalmente devido ao uso
comercial da PIVE, demonstrando assim como essa biotécnia tem impacto econdmico na
atividade pecudria, principalmente devido a alta demanda global por proteina animal e
derivados do leite.

Além disso, a PIVE tem sido cada vez mais adotada comercialmente na producdo de
embrides bovinos em escala global com crescente interesse na otimizacao do rendimento e da
qualidade dos blastocistos (Ferré et al, 2019). Contudo, ainda existem limita¢des nao resolvidas
da PIVE que restringem uma implementacdo mais ampla como a reducdo da qualidade de
ovQcitos apos a MIV, menor criotolerancia embrionaria e reducdo das taxas de prenhez (Ferré

et al, 2019).

3.2 Fator de crescimento nervoso PNGF (B-NGF) e a PIVE

O fator de crescimento nervoso ¢ uma neurotrofina, que, assim como as demais, ¢

responsavel pela proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo de células alvo (Chung; Hong,
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1998), o B-NGF em particular promove a sobrevivéncia e o crescimento neuronal (Martins,
2023) mas, estudos sugerem que o essa neurotrofina esti relacionado da mesma forma na
ovulacdo em animais de ovula¢do induzida a medida que induz a secre¢do do GnRH (hormodnio
liberador das gonadotrofinas) (Ratto et al.,2019).

O B-NGF hoje ¢ conhecido na reproducdo devido a associagdo com a ovulacdo em
animais de ovulacdo induzida (como camelideos e gatos), pois dependem de um estimulo
mecanico proveniente da copula para acarretar sinais nervosos que induzem a secre¢do de
GnRH e apo6s isso um pico de LH que induzird a ovulacio, diante disso, um fator de indugdo
de ovulacdo foi encontrado no plasma seminal e posteriormente isolado em camelideos, tal
fator € conhecido como fator de crescimento nervoso (B-NGF) (Ratto et al., 2019). Ademais,
atualmente, sabe-se que a atuacdo do B-NGF vai além do sistema nervoso, tendo agdes
exercidas em outros tecidos como testiculos e ovarios, indicando um potencial acdo na
fisiologia espermaética e folicular (Paiva et al, 2022). Dessa forma, nos dias de hoje pesquisas
sdo feitas em torno na PIVE buscando formas de aperfeicoar toda essa biotecnica, desde a
composi¢do dos meios como também a suplementacdo com certas substancias, tal qual o -
NGF. Assim, estudos buscam avaliar a utilizagdo desse fator nas etapas da PIVE a fim de
descobrir os possiveis mecanismos de acdo que essa substancia pode ter nos meios que compde
o processo de producdo de embrides (Martins, 2023).

Isto posto, sabe-se que o B-NGF tem sido estudado como suplemento nos meios de
maturacao, fertilizagdo e cultivo in vitro com o objetivo de melhorar a competéncia ovocitaria,
as taxas de clivagem e o desenvolvimento embrionério até o estigio de blastocisto (Martins,
2023; Hellstern, 2022; Crispo et al., 2016). Estudos demonstram a presenca do B-NGF e de
seus receptores expressos em células da granulosa, células da teca, células intersticiais e células
luteinicas de ovarios, demonstrando uma regulacao por parte do NGF no trato reprodutivo (Ren

et al., 2005).

3.3 Efeitos citotoxicos do p-NGF

Embora o B-NGF seja conhecido por seus efeitos citoprotetores e benéficos na
reproducao (Hellstern, 2022; Martins, 2023), pesquisas em modelos celulares ndo reprodutivos
tem demonstrado que essa neurotrofina possa induzir efeitos citotoxicos. Chung & Hong

(1998) relatam que, embora acreditem no efeito protetor do NGF contra diversos tipos de morte



16

celular e que a morte celular relacionada a neurotrofinas normalmente é consequéncia da
retirada dessa neurotrofina ao invés da exposicdo a mesma, um estudo envolvendo células
PC12 (células feocromdcitas) em condi¢des de abstinéncia de glicose foi desenvolvido, nesse
experimento foi possivel observar que as células que receberam a suplementagdo com NGF
apresentaram uma taxa de morte celular elevada associado a um aumento de célcio intracelular
adicional que ji havia se elevado devido a falta de glicose, dessa forma, concluiu-se a
possibilidade de o fator [ ter sido responsavel pelo aumento adicional de célcio em células em
situacdo de hipoglicemia, foi sugerido que esse aumento de fons cdlcio intracelular tenha
ocorrido através de duas vias diferentes, influxo de calcio e liberacdo de calcio das reservas
internas, caso a hipdtese seja verdadeira, € possivel que o aumento de calcio pelo NGF através
das membranas internas possa desempenhar um papel na induc@o da morte celular.

Ademais, atualmente, um estudo utilizando CCOs de camundongos para observar o
efeito de diferentes concentragcdes de NGF na maturacdo dos ovdcitos relatou que 10 e
100ng/ml suprimiram a extrusiao do primeiro corpusculo polar, etapa importante na maturacao
meiodtica dos ovocitos e que 1000ng/ml apresentaram efeito supressor ainda mais forte. Foi
relatado que o efeito inibitério na maturacdo do ovdcito pela adi¢do excessiva do NGF se deu
por meio da comunicacdo bidirecional entre o ovdcito e as células do cimmulos por meio do
receptor de alta afinidade NTRKI1 presente nas células do cdimmulos mas ndo nos ovdcitos.
Além disso, o estudo faz associacdo do NGF com doengas ovarianas, como a sindrome do
ovario policistico (SOP), relacionando a alta quantidade de NGF no fluido folicular com uma
menor resposta ovariana, o estudo em camundongos demonstrou que a producgdo elevada de
forma anormal de NGF nos ovérios € suficiente para iniciar vérias alteragdes estruturais e
funcionais associadas ao desenvolvimento de cistos foliculares (Zhai et al., 2018).

Na producdo in vitro de embrides, uma possivel citotoxicidade tem sido relatada em
estudos que investigaram a suplementacdo nos meios de maturacao, no qual, a suplementacao
com 500ng/ml demonstrou um efeito negativo, nao sendo indicado na PIVE, contudo, ndo se
sabe qual mecanismo acarretou tal processo (Martins, 2023). Outro estudo feito utilizando NGF
durante a fertilizacao in vitro avaliando complexos cimulo-ovdcitos apds condigdes de maturacao in
vitro com choque térmico e sem choque térmico, demonstrou que nao houve diferenca entre os
tratamentos quanto a clivagem e blastocisto, ademais, relatou que o NGF ndo melhora as taxas
de desenvolvimento embriondrio em condi¢des padrdo, mas que talvez tenha um fator

citoprotetor (Hellstern, 2022)



17

4 METODOLOGIA

Foram utilizados ovérios coletados de frigorificos e que passaram por processo de
aspiracdo folicular. Posteriormente, o aspirado folicular passou pelo processo de rastreio e
selecdo de complexos ctimulo-o6foro (CCOs), sendo selecionados apenas aqueles em Grau I e
Grau II (Martins, 2023). Esses CCOs foram colocados em tubos de maturacio, divididos em

sete grupos:

G1 (n=20) Controle

G2 (n=20) 50 ng/ml de B-NGF
G3 (n=20) 100 ng/ml de B-NGF
G4 (n=20) 200 ng/ml de B-NGF
G5 (n=20) 350 ng/ml de B-NGF
G6 (n=20) 500 ng/ml de B-NGF
G7 (n=20) 1000 ng/ml de B-NGF

Esses CCOs passaram pelo processo de maturacio por 22h em estufa na temperatura de
38.5°C, umidade saturada e atmosfera com 5% de CO». O meio MIV utilizado foi adquirido do
laboratério Vitrogen IVF Biotech LTDA.

Ap6s 22h de MIV, os CCOs foram lavados em duas gotas de 100 pL. PBS a 1% de soro
fetal bovino. Apos isso, os CCOs foram colocados em uma gota de 100uL de solucdo de
diclorofluresceina (DCF) para andlise de espécies reativas de oxigénio (EROs).

O grupo de CCOs foi incubado por 30 minutos apds a colocacdo no marcador. Apos a
incubacdo, os grupos passaram por 1 gota de 100 pL de formaldeido para fixacdo do marcador
por 15 minutos. Apos isso, foram feitas duas lavagens em duas gotas de 100 uL de PBS a 1%
de soro fetal.

Por fim os CCOs foram coletados e colocados em laminas com 1 gota de Antifading
(Fluoroshield with DAPI) e analisados em microscopio EVOs para captura de imagens dos
CCOs marcados. As imagens foram adquiridas com objetiva de 20x, com fluorescéncia GFP,

brilho de 4%, ajuste minimo de 100 e maximo de 255 e phase 4x/10x.
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4.1 ANALISE DE IMAGEM COMPUTACIONAL

As capturas das imagens foram feitas utilizando microscépio Invitrogen EVOS M3000
Imaging System na objetiva de 20x e calibracdo para GFP (Green Fluorecente Protein), com
brilho de 4%.

A partir das imagens capturadas foi realizada a segmentacdo dos ovoécitos de forma
interativa, utilizando-se o software Paint Shop Pro versdo 8.10. As imagens segmentadas de
ovdcitos foram avaliadas por um algoritmo desenvolvido em ambiente Scilab. Este algoritmo
transforma a imagem colorida em tons de cinza e quantifica a fluorescéncia por meio da
densidade Optica integrada invertida.

Em anélise de imagem, a densidade 6ptica pontual (DO) é uma medida quantitativa do
grau de escurecimento ou opacidade de um pixel de uma imagem, representando a capacidade
de um material absorver a luz. Ja a densidade 6ptica pontual invertida € uma medida quantitativa
do grau de fluorescéncia de um pixel de uma imagem. A densidade Optica integrada (DOI) € a
somatoéria da DO pontual, seja invertida ou ndo, de todos os pixels que constituem a regidao de
interesse (ROI), que no caso seria todo o ovdcito.

No presente trabalho, para minimizar o efeito da fluorescéncia de fundo
(“background”), que poderia atrapalhar em encontrar a fluorescéncia verdadeira do ovdcito, foi
subtraida de cada densidade 6ptica pontual invertida, o valor da densidade Optica pontual
invertida média do fundo da imagem. Para isso, ndo foi utilizado todo o fundo da imagem, pois
frequentemente existiam artefatos fluorescentes, sendo entdo escolhida uma regidao do fundo
sem artefatos para calcular o valor da densidade dptica pontual invertida média do fundo. S6
depois disso foi calculada a densidade 6ptica integrada do ovdcito, ou seja, a somatéria dos
valores da densidade 6ptica pontual subtraida da densidade 6ptica do fundo.

Como valores de pixel ndo possuem unidade, a densidade 6ptica integrada também ndo

possui unidade.
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———————————— 12 m

Figura 1: Esquema demonstrando as etapas da analise de imagem dos ovocitos. A — Eletromicrografia original;, B
— Ovécito segmentado colorido; C — Ovdcito segmentado em tons de cinza; D — Regido representativa de fundo
colorido; E — Regido representativa de fundo em tons de cinza.
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4.2. ANALISE ESTATISTICA
Utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov verificou-se que os dados possuiam
distribui¢do normal. Para verificar possiveis diferencas entre os grupos, foi utilizado o teste “t”
de Student (p=<0,05).

S RESULTADOS

A presenca de espécies reativas de oxigénio (EROs) no controle e nas diferentes

concentragdes de B-NGF estdo demonstradas na figura 2:
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Figura 2: Gréfico representativo da média e desvio padrdo da densidade dptica integrada para cada concentragao
de B-NGF testada. *:Demonstra diferencga significativa (p<0,05).

Os resultados obtidos e a avaliagdo estatistica demonstram que as concentragdes de 50,
100 e 200ng/ml ndo apresentaram diferenca estatistica entre si nem quanto ao grupo controle.
Ou seja, o tratamento com f NGF nestas concentra¢cdes ndo induziu aumento na producdo de

EROs, nao existindo efeito citotdéxico devido a esse aumento. J4 as concentracoes de 350, 500
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e 1000 ng/ml produziram maiores quantidades de EROs, apresentando diferenca estatistica
considerdvel com as concentragdes de 50 ng/ml, 100 ng/ml e 200 ng/ml e o grupo controle,

indicando possivel efeito citotdxico decorrente do aumento de EROs.

6 DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho demonstraram que as concentragdes de S0Ong/ml, 100
ng/ml e 200 ng/ml de B-NGF no meio de maturacdo in vitro ndo causaram aumento na
quantidade de EROs nos ovoécitos quando comparados entre si € com o grupo controle,
demonstrando que essas concentragdes nao causaram efeitos citotéxicos provocado pelo
aumento de EROs. J4 as concentragdes acima de 200ng/ml demonstraram diferenca estatistica
significante do controle, ou seja, houve maior producio de espécies reativas de oxigénio pelos
ovocitos maturados nos meios com as concentracdes de 350ng/ml, 500 ng/ml e 1000ng/ml.

Isso corrobora com o que foi observado por Martins (2023), que relatou que ao
suplementar os meios de maturacdo com a concentragao de 500ng/ml de B-NGF na MIV os
ovdcitos nao apresentaram diferencas quanto ao grupo controle assim como foi relatado
também que a taxa de clivagem foi menor do que o grupo controle, levantando a possibilidade
de um possivel efeito citotdxico. Martins (2023) utilizou as concentracdes de 100ng/ml e
500ng/ml, enquanto o presente trabalho fez o uso de concentra¢des intermediarias a fim de
determinar a maior concentragdo que nao apresente parametros piores do que os valores do
grupo controle com o objetivo de determinar a partir de qual concentracio maiores quantidades
de EROs foram produzidas decorrente da suplementacdo levando a um provavel efeito
citotoxico. Dessa forma, este trabalho valida o que ji foi anteriormente relatado por Martins
(2023), que o B-NGF pode apresentar um efeito citotdxico em concentracdes maiores, relatando
que a concentrac¢do ideal, considerando a etapa de maturagdo, que ainda causa efeitos benéficos
sem aumentar consideravelmente a quantidade de EROs, € a de 200ng/ml de -NGF.

Trabalhos em torno da citotoxicidade de fatores de crescimento, como o B-NGF vem
sendo feitos a fim de determinar de que forma tais fatores podem induzir respostas adversas.
Chung e Hong (1998) demonstraram por meio de modelos celulares ndo reprodutivos que a
suplementagdo de células em situagdo de hipoglicemia com a neurotrofina B-NGF acarretou
um aumento de célcio intracelular, levantando a hipotese que esse aumento possa ter ocorrido
por meio de influxo de célcio ou liberacdo de calcio das reservas celulares internas. Ja Zhai

(2018), utilizando COCs de camundongos, observou que a suplementacdo de B-NGF causou
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efeito inibitério da maturacdo dos ovocitos por meio da comunica¢do entre as células do
cummulos e ovoécito por meio do receptor NTRKI1 presente nas células do cdimmulos. Com o
presente trabalho, foi possivel observar o aumento de EROs mas nao qual mecanismo levou a
esse processo, considerando que Zhai (2018) relatou uma interrupcdo da maturacdo dos
ovocitos de camundongos por meio da comunicacdo bidirecional de ovoécito e célula do
cimmulos, € possivel que esse mesmo mecanismo tenha causado um aumento das espécies
reativas nas concentracdes acima de 200ng/ml, contudo, mais estudos sdo necessarios.

Ademais, outro trabalho utilizando a suplementacdo com NGF durante a FIV apos
condi¢des de maturacdo in vitro com e sem estresse térmico buscou determinar se essa
suplementagao poderia melhorar o desenvolvimento dos embrides e avaliar se o NGF apresenta
atuacao protetora, mitigando os maléficios do estresse térmico (Hellstern, 2022). O estudo pode
concluir que a suplementacio do NGF durante a fertilizacdo in vifro ndo apresenta efeito
protetor frente aos danos do estresse térmico durante a MIV, além disso, foi observado um
efeito negativo do NGF nas taxas de clivagem em 24 horas nos ovdcitos nao submetidos ao
estresse térmico, contudo, esse efeito foi transitério. Tais resultados levantam a possibilidade
de que a concentracdo ou o momento da exposicio do NGF possa desencadear respostas
celulares desfavoraveis, com possivel citotoxicidade, tal fator foi observado no presente
trabalho, demonstrando que em concentracdes acima de 200ng/ml maiores quantidades de
espécies reativas de oxigénio foram encontradas, acarretando no estresse oxidativo e podendo
tornar o meio possivelmente citotoxico para os ovocitos.

Quanto a producdo de EROs, foi possivel observar com o presente trabalho que
as concentragdes acima de 200ng/ml apresentaram maior producdo de EROs do que
as concentracoes menores € do que o grupo controle. A producdo de EROS € intrinseca a
producio de ATP pelas mitocOndrias e portanto, qualquer célula eucaritica produz
naturalmente EROs. No entanto, as células possuem mecanismos antioxidantes que
controlam a quantidade de EROs celular. Uma quantidade excessiva de EROs, por excesso de
producao ou por falha do sistema antioxidante, € denominado de estresse oxidativo, que pode
acarretar a morte celular por danos ao DNA, proteinas, carboidratos e lipideos das células. Ou
seja, as concentragdes acima de 200ng/ml de B-NGF apresentaram maior producdo de EROs,
fator esse que pode ser natural da célula, decorrente do aumento do metabolismo durante a
maturacdo e consequentemente da atividade mitocondrial ou por uma falha nos sistemas
antioxidantes ou aumento de produgdo decorrente da suplementacdo com a neurotrofina,
podendo levar a um estresse oxidativo, que pode acaretar em um grande efeito citotdxico (Costa
et al, 2022).

Morado et al (2009) realizou um estudo para analisar espécies reativas de oxigénio na
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maturacdo ovocitéria in vitro de bovinos e relatam que o efeito das EROs sobre os ovdcitos

ainda é controverso, uma vez que concentragdes elevadas durante a maturagdo podem exercer
um efeito negativo sobre os embrides, contudo, apesar desse efeito, essas espécies também
desempenham fungdes celulares importante de regulacao e ativacdo de substancias. No presente
trabalho, houve uma pequena producao de EROs pelo grupo controle, demonstrando que uma
producdo natural em baixa quantidade ocorre decorrente do metabolismo dos ovdcitos durante a
maturacido (Morado et al, 2009). Como o presente trabalho analisou a acdo do B-NGF apenas
durante a maturacdo, sem completar todas as etapas da PIVE, ndo € possivel afirmar sobre o
efeito destes achados nos embrides produzidos ao final do processo. Assim, mais estudos sao
necessarios.

Foi descrito que o estresse oxidativo pode atuar como fator prejudicial para as células
da granulosa e interferir na comunicagdo entre ovocitos e células da granulosa, reduzindo a
qualidade dos ovécitos (Jancar et al, 2007). Zhai (2018) demonstrou que a adi¢ao excessiva de
NGF causa efeito inibitdrio na maturag@o ovocitaria por interferir na comunicacao bidirecional
entre ovdcito e célula do cimmulos. Considerando os resultados do presente trabalho,
possivelmente as maiores concentracdes de B-NGF causem maior indice de EROs, fator esse
que pode ser natural do aumento do metabolismo durante a maturagao ou por falha no equilibrio
entre producio e eliminagdo, que acarreta em um estresse oxidativo nas CCOs, interferindo na

comunicacao bidirecional entre ovdcito e células do cimmulos.
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7 CONCLUSAO

Com o presente trabalho, pode-se concluir que a suplementacio de B-NGF nas
concentragdes de 50, 100 e 200ng/ml ndo aumentam a quantidade de espécies reativas de
oxigénio. J4 as concentragdes de 350, 500 e 1000ng/ml provocaram maior produgdo de EROS,
causando um possivel efeito citotdxico sobre os ovicitos e ndo sao indicadas para as rotinas de
PIVE. Contudo, maiores estudos em torno da concentracdo de 200ng/ml sdo necessarios ja que
no pesente estudo pode-se concluir apenas que essa concentracdo de B-NGF ndo aumenta a
quantidade de EROs consideravelmente mas ndo quais os efeitos sobre os embrides que serdo
formados e, considerando que ndao houve diferenca estatistica quanto as concentracdes
menores, € necessario entender se os efeitos das menores concentracdoes sobre os embrides

serdo melhores, a fim de usar menores quantidades da neurotrofina.
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