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RESUMO

O uso de biotecnologias tem se tornado cada vez mais frequente como modo de
aumentar a eficiéncia da bovinocultura no Brasil. Uma das principais técnicas, a producao in
vitro de embrides (PIVE), possibilita a produ¢ao de um numero maior de bezerros por vaca
de alto potencial genético em um menor periodo de tempo. Entretanto, por ser um processo
de alto custo, pesquisas buscam meios de aumentar sua eficiéncia. J& foi identificado que a
proteina Beta-NGF purificada do plasma seminal de mamiferos, quando administrada para
fémeas durante a inseminacao, melhora a fun¢ao do corpo luteo. Do mesmo modo, também
foi verificada uma correlagdo positiva entre a quantidade de Beta-NGF nos espermatozoides
e as taxas de clivagem e blastocisto na produgdo in vitro de embrides, indicando possivel
atuacdo durante o desenvolvimento embriondrio inicial. Objetivou-se com este estudo
identificar receptores de Beta-NGF (p75 e Trk) nos ovocitos imaturos bovinos e suas células
do cuamulo e verificar o efeito da suplementacdo com Beta-NGF do meio de maturacao
ovocitaria em rotinas de produgao in vitro de embrides bovinos (PIVE). Complexos ciimulo
ovocito (COC) foram marcados por imunofluorescéncia indireta para receptores p75 e TrK
e avaliados em microscopia confocal de varredura a laser. Também foram realizadas quatro
rotinas de PIVEs, onde parte dos ovocitos foram maturados com meio suplementado com
Beta-NGF e parte com meio ndo suplementado. Ambos os receptores foram localizados nos
ovocitos e nas células do camulo. As PIVEs onde foi utilizado meio de maturagao ovocitaria
suplementada com Beta-NGF tiveram melhores taxas de clivagem e de formacdo de
blastocistos (teste t pareado, p < 0,05). Assim, ficou demonstrado que Beta-NGF atua tanto
nos ovocitos como nas células granulosas, por meio de ambos os receptores, p75 e TrK, e
que a suplementacdo do meio de maturacdo com Beta-NGF ¢ uma alternativa para melhorar

os resultados de PIVEs bovinas.

Palavras-chave: Beta-NGF, p75, Trk, bovino, ovdcitos, maturacao.
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ABSTRACT

The use of biotechnologies has become increasingly frequent as a way to increase the
efficiency of cattle reproduction in Brazil. One of the main techniques, in vifro embryo
production, allows the production of a larger number of calves per cow with higher genetic
potential in a shorter period. However, as it is a high-cost process, researchers are looking
for ways to increase its efficiency. It has been identified that Beta-NGF, protein purified from
seminal plasma of mammals, when administered to females during insemination, improves
the function of the corpus luteum. Likewise, a positive correlation was also found between
the amount of Beta-NGF in sperm and the rates of cleavage and blastocyst in the in vitro
production of embryos, indicating possible action during the initial embryonic development.
The aim of this study was to identify Beta-NGF receptors (p75 and Trk) in immature bovine
oocytes and their cumulus cells and to verify the effect of Beta-NGF supplementation of the
oocyte maturation medium in bovine embryo in vitro production routines. (PIVE). Cumulus
oocyte complexes (COC) were marked by indirect immunofluorescence for p75 and TrK
receptors and evaluated using laser scanning confocal microscopy. Four routines were also
performed, where part of the oocytes were matured with medium supplemented with Beta-
NGF and part with non-supplemented medium. Both receptors were located in oocytes and
in the cells of the cumulus. Routines where oocyte maturation supplemented with Beta-NGF
were used had better rates of cleavage and blastocyst formation (paired t-test, p <0.05). Thus,
it was demonstrated that Beta-NGF acts in both oocytes and granular cells, through both
receptors, p75 and TrK, and that supplementation of the maturation medium with Beta-NGF

is an alternative to improve the results of bovine in vitro embryo production.

Keywords: Beta-NGF, p75, Trk, bovine, oocytes, maturation.
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RESUMEN

El uso de biotecnologias se ha vuelto cada vez mas frecuente como una forma de
aumentar la eficiencia de la ganaderia en Brasil. Una de las técnicas principales, la
produccion de embriones in vitro (PIVE), permite la produccion de un mayor nimero de
terneros por vaca con alto potencial genético en un periodo de tiempo mas corto. Sin
embargo, como es un proceso de alto costo, se investigan formas de aumentar su eficiencia.
Se ha identificado que la proteina Beta-NGF purificada del plasma seminal de mamiferos,
cuando se administra a hembras durante la inseminacion, mejora la funcién del cuerpo luteo.
Asimismo, también se encontrd una correlacion positiva entre la cantidad de Beta-NGF en el
esperma Yy las tasas de clivaje y blastocisto en la produccion in vitro de embriones, lo que
indica una posible accion durante el desarrollo embrionario temprano. El objetivo de este
estudio fue identificar los receptores Beta-NGF (p75 y Trk) en los ovocitos inmaduros
bovinos y sus células del cumulo y verificar el efecto de la suplementacion de Beta-NGF en
el medio de maduracion de ovocitos en las rutinas de produccion in vitro de embriones
bovinos (PIVE). Los complejos de ovocitos cumulos (COC) se marcaron por
inmunofluorescencia indirecta para receptores p75 y TrK y se evaluaron mediante
microscopia confocal de barrido laser. También se realizaron cuatro rutinas PIVE, donde
parte de los ovocitos se maduraron con medio suplementado con Beta-NGF y parte con
medio no suplementado. Ambos receptores se ubicaron en los ovocitos y en las células del
cumulo. Las PIVEs en los que se utilizé la maduracién de ovocitos suplementada con Beta-
NGF tuvieron mejores tasas de clivaje y formacion de blastocistos (prueba t pareada, p
<0.05). Por lo tanto, se demostré que Beta-NGF actia tanto en los ovocitos como en las
células granulares, a través de ambos receptores, p75 y TrK, y que la suplementacion del
medio de maduracion con Beta-NGF es una alternativa para mejorar los resultados de las

PIVEs bovinos.

Palabras clave: Beta-NGF, p75, Trk, bovino, ovocitos, maduracion.
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1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ o maior exportador de carne do mundo e a pecudria de corte ¢ um dos
principais ramos de seu agronegdcio, além da producao de leite. Como modo de aumentar a
eficiéncia da criagdo de gado, através da melhora do desempenho animal, utiliza-se de
biotecnologias, principalmente durante a reproducao desses animais. A producao in vitro de
embrides (PIVE) tem tido um papel importante nesse processo, pois, através da coleta de
ovocitos de fémeas saudaveis de alto valor genético, o processo gera um niimero maior de
embrides em um menor periodo de tempo, que podem ser transferidos para outras fémeas
receptoras de menor valor genético, aumentando assim o valor genético dos bezerros
nascidos, explorando o potencial reprodutivo dos rebanhos bovinos a0 maximo, aumentando
a demanda e tornando a carne ¢ o leite mais acessivel ao consumidor. Entretanto, o processo
de PIVE ¢ extremamente custoso e o cultivo in vitro € sua etapa menos eficiente, sendo que
apenas 30% dos ovocitos maturados chegam ao estado de blastocistos (MELLO et al., 2016;
VARAGO; MENDOCA; LAGARES, 2008).

Desse modo, pesquisas buscam estratégias que barateiem e aumentem a eficiéncia da
aspirac¢ao folicular (OPU) e da produgao in vitro de embrides (PIVE) (SANTOS et al., 2017),
que consiste na coleta, maturagdo in vitro (MIV), fertilizacdo in vitro (FIV), cultivo in vitro
(CIV) e transferéncia de embrides (TE) produzidos in vitro (GARCIA, 2017). O enfoque esta
na mimetizacdo das condi¢des naturais as quais sdo expostos os ovocitos, zigotos, embrides
e espermatozoides in vivo, de modo que busca-se compreender as exigéncias metabolicas e
fisiologicas de tais estruturas, a fim de se estabelecer uma condicdo ideal para o seu
desenvolvimento embriondrio inicial (VARAGO; MENDOCA; LAGARES, 2008).

Silva (2018) identificou algumas proteinas na cabeca do espermatozoide associadas
a uma melhor taxa de clivagem e algumas associadas a um melhor desenvolvimento
embriondrio. Dentre essas proteinas, a Beta-NGF se destacou por estar associada tanto a
clivagem como com a formagao de blastocistos. Aina Beta-NGF, quando administrada para
fémeas durante a inseminagdo, também melhora a fun¢do do corpo liteo, podendo indicar
que essa proteina melhoraria a fertilidade em bovinos (FENG; TAMADON; HSUEH, 2018;
STEWART et al., 2018).
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Como Silva (2018) identificou a presenca da neurotrofina Beta-NGF na cabega de
espermatozoides de touro e também encontrou alta correlagao da quantidade desta proteina
com as taxas de clivagem e de blastocistos na produgao in vitro de embrides bovinos, € como
sabe-se que esta proteina age através de ligacdo em receptores de membrana plasmatica de
alta (TrkA) e baixa afinidade (p75) (REN et al., 2005) a importancia deste estudo se baseia
na expectativa de descobrir se esta proteina estd relacionada com o melhoramento da
maturagao ovocitaria e do desenvolvimento embrionario inicial através da localizagao dos
receptores em ovocitos imaturos e suas células do cimulo e da suplementa¢do do meio de

maturacao in vitro com Beta-NGF.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ciclo estral bovino

O ciclo estral bovino ¢ a fase reprodutiva do animal, ocorrendo entre dois estros, ou
seja, entre dois “cios” da fémea. O estro € visto como o dia 0 do ciclo estral, e € neste periodo
onde a fémea comeca a aceitar a monta e, logo em seguida, ovocita, sendo que, quando nao
ocorre a fecundagdo, o intervalo entre dois estros ¢ de aproximadamente 21 dias, podendo
variar de 17 a 24 dias (COLAZO; MAPLETOFT, 2014; CUNHA et al., 2019; VALLE,
1991).

A regulacdo enddcrina do ciclo estral ¢ realizada pelos hormonios do eixo
hipotalamo-hipofise-ovarios. O hipotalamo produz GnRH (hormdnio liberador de
gonadotrofinas), que chega até a hipofise, ou glandula pituitaria anterior, através do sistema
porta-hipotalamico-hipofisiario, estimulando a libera¢do de gonadotrofinas que sdo levadas
pela corrente sanguinea até o ovario, sendo o FSH (hormoénio foliculo estimulante) que
estimula o crescimento folicular e a hiperplasia nas células da granulosa e teca interna nos
ovarios, e o LH (hormonio luteinizante), que estimula a maturagdo e ovocitagao dos foliculos,
além da producdo de estradiol (estrégeno E2) pelas células da teca, e sua transformacao
juntamente com as células da granulosa, em corpo luteo. Desse modo, nos ovarios, os
foliculos em desenvolvimento secretam estradiol e o corpo lateo, progesterona (P4). O

estradiol estimula a manifestacdo do estro (cio) e a liberagdo de LH, e a progesterona ¢
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importante para a manutencao da gestacdo (COLAZO; MAPLETOFT, 2014; CUNHA et al.,
2019; VALLE, 1991; SANTOS, 2012).

De tal forma, divide-se o ciclo estral em duas fases: folicular e luteinica. A primeira,
folicular, ¢ a fase de desenvolvimento dos foliculos ovarianos, sendo subdividida em proestro
e estro. O proestro dura de 2 a 3 dias, e ¢ onde a progesterona circulante diminui, € em
contrapartida, devido a liberacdo GnRH (pico pré ovulatorio), o FSH aumenta, estimulando
o crescimento folicular e consequentemente, a produgado de estradiol e o inicio do estro (cio),
assim como ocorre o aumento de LH, que atuard na maturacdo final do foliculo. No estro,
que dura de 12 a 18 horas, devido ao estimulo pelo estradiol, além de aceitarem a monta, as
vacas ficam inquietas, com postura arqueada, cérvice dilatada, utero fortemente contraido, e
com muco vaginal limpido (CUNHA et al., 2019; VALLE, 1991, SOARES, JUNQUEIRA
2019).

Dando continuidade, a segunda fase, a luteinica, é a fase de ovulagdo e de
desenvolvimento do corpo luteo, e divide-se em metaestro e diestro. No metaestro (de 2 a 3
dias), ocorre a ovulacao (ruptura do foliculo ap6s 12h do fim do estro) e a formagao do corpo
luteo através de células da parede do foliculo rompido (teca e granulosa), € como resultado,
tem-se o aumento da progesterona e a diminui¢do do FSH, LH e estradiol, e a fémea ja nao
aceita mais ser montada. E para encerrar, no diestro, que dura aproximadamente 16 dias, a
progesterona alcanga sua concentragdo maxima e caso ndo ocorra a fecundagao, o corpo luteo
¢ degenerado (lutedlise), no proestro, através da prostaglandina F2a (PGF2a) produzida pelo
endométrio, diminuindo a producao de progesterona e dando inicio a um novo ciclo. Caso
contrario, ocorrerd a liberacdo de interferon trofobléstico, que impede a secrecdo da
prostaglandina, mantendo o corpo lateo e a produgdo de progesterona, pois esta € capaz de
modificar o ambiente uterino, a fim de possibilitar o desenvolvimento embriondrio. A
progesterona modifica o ambiente uterino através da estimulagdo de mudangas na expressao
génica em células do endométrio, causando alteracdes no transporte de nutrientes,
remodelacdo celular, angiogénese, proliferacdo e migragao celular, e prote¢do dos tecidos
contra células imunes da fémea. (SOARES, JUNQUEIRA, 2019; CUNHA et al., 2019;
GALIMBERTI et al., 2001; VALLE, 1991). A progesterona modifica o ambiente uterino
através da estimulagdo de mudangas na expressao génica em células do endométrio, causando

alteracdes no transporte de nutrientes, remodelacdo celular, angiogénese, proliferacio e
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migracao celular, e protecdo dos tecidos contra células imunes da fémea (BAZER et al., 2009;
FORDE et al., 2011).

Além disso, o bovino, sendo uma espécie monovulatoria, tem seu desenvolvimento
folicular de forma sincronizada, em grupos de foliculos, o que se denomina onda folicular.
Desse modo, ocorre o recrutamento de um grupo de foliculos primordiais para iniciar seu
crescimento, sendo apenas um deles selecionado para adquirir capacidade ovulatoria, se
desenvolvendo mais rapidamente, enquanto os outros foliculos entram em atresia devido a
secre¢do de estradiol e inibina pelo foliculo dominante (SOARES, JUNQUEIRA, 2019). A
foliculogénese pode ser dividida em 3 fases: o crescimento folicular pré-antral (transicao do
foliculo primordial para primario e formag¢do dos secundarios), crescimento antral
(desenvolvimento dos foliculos antrais iniciais dependentes de gonadotrofina para seu
crescimento), e a fase de crescimento antral terminal (os foliculos antrais atingem o estagio

pré-ovulatorio) (Fig. 1) (LIMA et al, 2016).

(1) [2) o

. 2 . Foliculo dominante
Folicule  Ovécito I Foliculo primério  em desenvolvimento  Ovécito 11
primordial

Foliculo
maduro

Corpo
albicans

Foliculo
romplido

e

Formacgao do Ovulacs
corpo liteo s

Corpo liteo

7] 16}

Figura 1: Ilustracdo representativa do desenvolvimento folicular até o momento da ovulagdo.
Fonte: adaptado de MD.Saude (https://www.mdsaude.com/).
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2.2 Producgao in vitro de embrides bovinos

Quando in vivo, o foliculo pré-ovulatorio se rompe (Fig. 2), liberando o ovdcito na
tuba uterina (ovulacdo), onde poderd ocorrer a fecundacao. Entretanto, para a produgdo in
vitro de embrides, existem duas alternativas: a obten¢ao de ovocitos de animais vivos, ou a
aspiracao post mortem. Quando vivas, € possivel realizar nas fémeas a aspiracao folicular
transvaginal guiada por ultrassonografia (OPU) (BUENO, BELTRAN, 2008), além da
laparoscopia via flanco ou via vaginal. No post mortem, realiza-se a pungdo folicular
diretamente dos ovarios extraidos da fémea (MELLO et al, 2016). A eficiéncia do processo
de punc¢ao esta diretamente relacionada a quantidade, qualidade e morfologia do complexo
cumulo-ovocito (CCO) que serd obtido para realizacdo da PIVE. Além disso, in vivo, a
maturacao tem inicio apos o pico pré-ovulatorio de LH, mas assim que o CCO ¢ aspirado do
foliculo, perdendo o contato com as células foliculares, inicia-se sua maturagdo (BUENO,
BELTRAN, 2008; MELLO et al, 2016). O ideal é que sejam aspirados foliculos entre 2 e 8
mm, pois os menores ndo sdo capazes de reiniciar a meiose, € 0s maiores correm o risco de
jé& estarem em processo de atresia ou maturagdo. Assim, o melhor momento para a aspiragao
¢ antes do pico de LH (GONCALVES et al., 2008).

A maturagdo in vitro dura de 18 a 22h, e o ovocito sofre mudangas nucleares (sai a
fase de diploteno da primeira profase (meiose I) e atinge a metafase II (meiose II)), e
citoplasmaticas, como o aumento da producdo de lipideos como fonte de energia,
aproximacao das mitocondrias aos lipideos, diminui¢ao do Complexo de Golgi, alinhamento
dos granulos corticais proximos ao ovolema para realizar o bloqueio celular, e detengdo da
sintese de ribossomos. Ja as células do ctimulo, durante a maturagdo, produzem &cido
hialurénico (muco), mucificando-se e expandindo (Fig. 4). O mecanismo de a¢do do acido
hialurdnico ndo esta totalmente elucidado, mas sabe-se que a remogao dessas células implica
em queda nas taxas de fertilizacdo, podendo estar associado a capacitagao espermatica e
constru¢do de uma camada protetora, criando um ambiente de selecdo para os
espermatozoides mais ativos, e prevenindo alteragcdes da zona peltcida (ZP). Apds o tempo
de maturacao, o ovécito completa a expulsdao do primeiro corpusculo polar, se tornando apto
a fecundacgdo. Essas alteragdes ocorrem de modo a preparar o ovocito para a fecundacao, que
¢ a fase em que a transcri¢dao dos genes voltara a ser realizada (BUENO, BELTRAN, 2008;
GONCALVES et al., 2008; MELLO et al, 2016; SCANZANI, 2013).
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Para que estes eventos ocorram in vitro, ¢ necessario que o meio de cultivo onde
ficardo os ovocitos, durante 22h a 24h, mimetize as condi¢des encontradas no sistema
reprodutor da fémea. Muitos laboratorios utilizam meios suplementados com soro fetal
bovino (SFB), FSH, LH, e estradiol, em controle total de condigdes ambientais, como
temperatura e atmosfera gasosa. Isso deve-se ao fato de existirem jungdes intercomunicantes
(GAP) no CCO, entre as células do cimulo e o ovoécito, que sdo importantes para a passagem
de nutrientes e substancias reguladoras da maturagdo (BUENO, BELTRAN, 2008;
GONCALVES et al., 2008; MELLO et al, 2016).

Ao final da maturagdo, caso o ovocito seja fecundado, gerard o zigoto, que passara
por repetidas divisdes celulares, atingindo o estdgio de morula, com inicio da compactagao
dos blastomeros ou células embrionarias, retracdo do embrido (aumentando o espago
perivitelinico) e formagdo de jun¢des de adesdo e oclusdo entre os blastomeros. Com a
compactacdo e retracdo dos blastdmeros, cria-se um gradiente osmotico, atraindo dgua para
o0 espaco perivitelinico, criando a blastocele do blastocisto inicial. O blastocisto expandido
contém sua blastocele aumentada, devido a entrada de maior quantidade de 4gua, que
eventualmente provocara aumento do tamanho do embrido e reducdo da espessura da zona
pelucida (ZP), com sua posterior eclosdo, onde o embrido sera capaz de entrar em contato,
diretamente, com os tecidos maternos através da implantacio (BUENO, BELTRAN, 2008;
MELLO et al, 2016, VIANA, 2009).

Ppr-. o ' 1: Ovécito
T 4_ ; 2: Zc?na Pelucida
..?3%-3:0,3.—.\0% 3: Células da Granulosa
“::.“E:,'g 1 \ 4: Teca Interna
5513 5: Teca Externa
%é?;';% 6: Antro
<%k 7: Corona Radiata
8: Limite entre células da granulosa e

células da teca interna (ldmina basal)
9: Células do cimulo

Figura 2: Ilustracdo representativa do foliculo pré-ovulatorio, contendo em seu interior o CCO.
Fonte: adaptado de https://seikienokawa. wordpress.com/page/3/.
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23 Proteina Beta-NGF

Sabe-se que o plasma seminal, produzido nas glandulas sexuais acessoOrias
masculinas, contém proteinas, fatores de crescimento, citocinas e hormdnios, ¢ ja foi
comprovada associa¢do entre o contato com o sémen ¢ a indug¢do da ovulagdo (RATTO et
al., 2019). Assim, foi identificado e purificado um componente bioquimico do plasma
seminal de mamiferos que estimula a ovulagao, nomeando-o fator de indugao de ovulagao
(OIF) (ADAMS et al., 2005).

Mais tarde, foi descoberto se tratar de uma neurotrofina, a beta subunidade do fator
de crescimento nervoso (Beta-NGF), que ja conhecidamente promove a sobrevivéncia € o
crescimento neuronal, além de poder estar relacionada com fatores enddcrinos ao ser
absorvida através do endométrio e chegar ao sistema nervoso central onde influenciaria na
liberagdo do hormonio luteinizante (LH), desencadeando a ovulagdo e o desenvolvimento do
corpo luteo (EL ALLALI et al., 2017). Corroborando, a proteina Beta-NGF, quando
administrada para fémeas durante a inseminagdo, também melhora a func¢ao do corpo luteo,
podendo indicar que essa proteina melhoraria a fertilidade em bovinos (FENG; TAMADON;
HSUEH, 2018; STEWART et al., 2018). Silva (2018) identificou a presenca da Beta-NGF
na cabeca de espermatozoides de touro e também encontrou alta correlagdo da quantidade
desta proteina com as taxas de clivagem e de blastocistos na producgdo in vitro de embrides
bovinos.

Essa proteina age através de ligagdo em receptores de membrana plasmatica de alta
(TrkA) e baixa afinidade (p75) (REN et al., 2005). Sendo receptores de neurotrofina, o p75
se enquadra na familia dos receptores indutores de apoptose, e o TrkA ¢ um receptor de
tirosina quinase, especifico para NGF, que estimula a prevenc¢ao da morte celular programada
(apoptose) durante o desenvolvimento (BIBEL et al, 1999). Dessa forma, a Beta-NGF possui
uma maior afinidade pelo receptor TrkA, mas quando associado ao p75, seu estimulo ¢
aumentado. No entanto, sem o TrkA, o p75 induz apoptose. (JANA; KOSZYKOWSKA;
CZARZASTA, 2011).

Além disso, sabe-se que o receptor TrkA ja foi encontrado em células da teca bovinas
(STEWART et al., 2018), ovarios porcinos (JANA; KOSZYKOWSKA; CZARZASTA,
2011) e ambos os receptores (TrkA e p75) foram encontrados em ovarios de humanos, de

ratos e porcos (EL ALLALI et al., 2017). Ren (2005) encontrou ainda ambos os receptores
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(TrkA e p75) em células da granulosa (cumulo), da teca, intersticiais e do corpo luteo, em
ovarios de cabras, além de em células epiteliais € musculares da ampola e do istmo da tuba
uterina, e ainda em células epiteliais e glandulas do utero, dando forte indicio de fungao
parécrina e autdcrina da Beta-NGF no sistema reprodutivo de cabras.

Entretanto, o receptor Trk possui os tipos TrkA, TrkB e TrkC (BIBEL et al, 1999),
sendo todos receptores de neutrofinas, o TrkA, como ja dito, se liga a NGF (fator de
crescimento neuronal), o TrkB a BDNF e a NT4 (fator neurotrofico derivado do cérebro e
neurotrofina 4) e o TrkC com o NT-3 (neurotrofina-3) (YAMAMOTO et al, 1996; PINON
et al, 1996).

3. JUSTIFICATIVA

Dado o exposto, a importancia deste estudo se baseia na expectativa de descobrir se
esta proteina estd relacionada com o melhoramento da maturagdo ovocitiaria e do
desenvolvimento embrionério inicial de bovinos. Para isso, a localizagdo de receptores de
Beta-NGF nas estruturas envolvidas durante esse processo (espermatozoide, ovocito imaturo,
ovocito maturado, zigoto, morula e blastocisto) ¢ o caminho para entender seu mecanismo
de acdo. Ademais, a suplementa¢do dos meios com Beta-NGF, onde sdo mantidas tais
estruturas, ¢ uma ferramenta a ser utilizada, uma vez que, caso encontrados os receptores, e
a suplementagdo demonstrar resultados estatisticamente significativos de melhora, a agdo da
proteina estaria comprovada naquela estrutura.

Este estudo buscou, em principio, localizar os receptores de Beta-NGF, Trk e p75,
apenas nos ovocitos imaturos, por serem as estruturas iniciais, ¢ também como forma de
padronizagdo de metodologia. Além disso, busca-se realizar a suplementag¢@o com a proteina
Beta-NGF durante a maturagdo desses ovocitos, para que, futuramente, dando continuidade,
todas as estruturas passem pelo mesmo processo de marcagao e suplementacao, além de uma
quantificacdo dos receptores. Assim, espera-se que o melhor resultado em nimeros de
embrides vidveis ocorra ao se suplementar com Beta-NGF o meio onde ¢ trabalhado o tecido
com maior namero de receptores para essa proteina, como o meio de maturagao (onde sdao
maturados os ovocitos), fertilizacdo (onde os ovdcitos maturados e espermatozoides sao
reunidos para a fertilizagdo, formando o zigoto) ou cultivo (onde as moérulas e blastocistos

sao cultivados).
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Dessa forma, a proteina Beta-NGF podera futuramente ser aplicada como suplemento
de meios utilizados durante a producao in vitro de embrides bovinos, sendo que a escolha do
melhor meio para ser suplementado dependera do resultado destes futuros trabalhos. Assim,
a eficiéncia dos processos seria aumentada, barateando sua técnica, diminuindo a perda
embriondria inicial ¢ melhorando a qualidade dos embrides produzidos, ndo apenas na

bovinocultura, mas provavelmente durante a produgao in vitro de outros mamiferos.

4. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Verificar a atuagdo da proteina Beta-NGF durante a maturacdo in vitro de ovdcitos

bovinos.

3.2. Objetivos especificos

= Verificar a existéncia dos receptores da proteina Beta-NGF, p75 e Trk, no ovocito
imaturo bovino e suas células do cimulo.

» Verificar o efeito da suplementacdo de Beta-NGF no meio de maturacao ovocitéria

durante a produgdo in vitro de embrides bovinos (PIVE).

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Suplementacio com Beta-NGF durante a maturacio

5.1.1 Dindmica da producio in vitro de embrides
A producio in vitro de embrides foi realizada em 4 semanas, com uma rotina fixa,
denominando-se os dias como -1, 0, 1, 2, 3,4, 5, 6 ¢ 7, onde em todo dia -1 realizou-se a

suplementag¢do do meio de maturacdo dos ovocitos imaturos (Tab. 1).
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Tabela 1: Dindmica da produgao in vitro de embrides bovinos, onde todo dia 0 ¢ onde
ocorre a fertilizagao in vitro (FIV).

DIAS ATIVIDADES
-1 Aspiragao folicular pos-mortem

Sele¢do e maturagdo in vitro (MIV) de ovoécitos

0 Fertilizagdo in vitro (FIV) de ovocitos maturados (ap6s 22h de
maturagao)
1 Desnudamento (de 18 a 22h apo6s a fecundagao) e inicio do cultivo in

vitro dos provaveis zigotos
2 Observacao da taxa de clivagem (48h apos a FIV)
Embrides com = 2 células
Embrides com = 4 células
Embrides com = 8 células
Morula

Blastocisto inicial

N N bW

Contagem dos blastocistos (iniciais, expandidos, eclodidos)

Fonte: autoria propria.

5.1.2 Ovécitos e sémen

Ovdérios foram coletados a partir de vacas abatidas em abatedouro comercial da cidade
de Uberlandia, e armazenados em garrafas térmicas contendo soro fisioldgico a 37°C. Apds
lavar os ovarios com solucao salina, os mesmos foram mantidos em banho maria a 37°C para
aspiracao folicular. Os foliculos antrais ovarianos foram aspirados utilizando seringas de 5
mL e agulha 18G e o fluido aspirado foi transferido para tubos de 50 mL para a sedimentagao,
durante 15 minutos. O sedimento foi depositado em placas de poliestireno de 90 x 15 mm e
o rastreamento dos ovoécitos foi realizado com auxilio de microscopio estereoscopio.

Selecionaram-se os ovocitos classificados como grau I (ooplasma com granula¢des
finas e homogéneas, preenchendo o interior da zona pelucida e de coloragdo escura, com
auséncia de vacuolos, e células do cumulo compactas com varias camadas) e grau II
(ooplasma com pequenas areas ndo homogéneas, preenchendo o interior da zona pelucida e de

coloragdo escura, com auséncia de vacuolos, e células do cimulo compactas com pelo menos
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mais de 5 camadas) de acordo com a classificagio de STOJKOVIC et al (2001), pois
representam os melhores ovocitos em qualidade para PIVEs (Fig. 3).

As amostras de sémen utilizadas nas PIVEs foram obtidas em central de
processamento de s€émen (SEMBRA), de um touro de fertilidade comprovada. Em todo o

trabalho utilizou-se apenas o sémen de um unico touro da raca Girolando.

Y.

Figura 3: Ovocitos utilizados nas PIVEs, classificados como graul (A e B) e grau Il (C e D)
segundo Stojkovic (2001). Fonte: autoria propria.

5.1.3 Fixacao dos ovocitos imaturos

Para posterior imunofluorescéncia, alguns dos complexos cimulo ovoécito
selecionados foram fixados com paraformaldeido 4%, durante 1h, em geladeira (4°C). Ap0s,
foram lavados em PBS 1x (NaCl 137 mM, Na2HPO4 10 mM, KCI1 2.7 mM, pH 7.4) e

armazenadas em microtubos com PBS 1x, lacrados com parafilme, em geladeira.

5.1.4 Maturacao in vitro dos ovoécitos

Os ovocitos rastreados foram depositados em uma placa de poliestireno de 35 x
10mm, contendo meio de lavagem TCM — 199 HEPES (0,2 mM piruvato sédico, 10 mM
HEPES 4cido, 10 mM de HEPES sodico, 5 mM bicarbonato de sédio, 83 pg/mL de
amicacina, suplementado com 10% de soro fetal bovino), e a partir dessa placa foram

selecionados segundo a classificacdo de Stojkovic (Fig. 3), sendo contatos ¢ depositados em
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uma nova placa com meio de lavagem. Uma terceira lavagem foi realizada em microgotas de
100 puL de meio de lavagem, e apos foram divididos entre 6 gotas de 100 uL de meio de
maturagdo TCM 199 com bicarbonato (0,2 mM piruvato sdédico, 26 mM bicarbonato de
sodio, 83 pg/mL de amicacina, 1 pg/mL FSH, 5 pg/mL LH, suplementado com 10% de soro
fetal bovino). Neste experimento, 3 gotas foram suplementadas com 100 ng/mL da proteina
isolada Beta-NGF (Thermo Fisher Scientific 11050HNAC), para posterior comparagao entre
as taxas de clivagem e formacdo de blastocistos entre os ovocitos mantidos nas 3 gotas
controle e nas 3 gotas suplementadas. Escolheu-se a concentracao de 100 ng/mL baseando-
se no trabalho de Crispo et al. (2016).

Finalmente, foram transferidos de 15 a 20 ovdcitos por gota de 100 uL de meio de
maturacdo, cobertas com 6leo mineral em placas de petri de poliestireno de 60 x 15 mm, e
mantidos por cerca de 22h em estufa na temperatura de 38,5°C, 100% de umidade e atmosfera

de 5% de CO», para sua maturagdo (Fig. 4).

Figura 4: Ovocitos maturados, apos serem mantidos por 22h em meio de maturagdo. Fonte: autoria
propria.

5.1.5 Fertilizacao in vitro

Os ovocitos maturados (Fig. 4) foram lavados trés vezes em microgotas de 100 uL de
meio TALP-Fert (suplementado com 0,2 mM piruvato soédico, 20,4 uM penicilamina, 10,2
UM hipotaurina, 1,97 uM epinefrina, 10 pg/mL heparina, 6 mg/mL BSA e 83 pg/mL
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amicacina), e foram transferidos para gotas de 100 pL de meio TALP-Fert cobertas com 6leo
mineral em placas de poliestireno de 60 x 15 mm (Fig. 5). A fim de selecionar os
espermatozoides viaveis, uma dose de sémen foi descongelada em banho maria a 37°C por
30 segundos e foi depositada sobre um gradiente de Percoll, preparado previamente em um
tubo Falcon de 15 mL, composto pela camada superior de Percoll 45% (500 pL de Percoll
90% e 500 pL de meio TALP-Sperm (Tyrode-albumina-lactato-piruvato, acrescido de 0,2
mM piruvato sodico e 83 pg/mL amicacina) e a camada inferior de 1 mL de Percoll 90%
(Percoll, solugao 10x, solugdo estoque 2mM CaClz, solu¢do estoque 0,4 mM MgClz, 0,1 mM
DL-acido lactico e 20 mM bicarbonato de sodio).

O gradiente foi centrifugado a 2400 rpm, durante 30 minutos, e transferiu-se 30 pL.
do sedimento formado para um eppendorf denominado tubo FIV (contendo 30 uL de meio
TALP-Fert). Deste tubo, transferiu-se 5 pL para o tubo Motilidade (com 150 uL de meio
TALP-Fert) e mais 5 pL para o tubo Concentragdo (com 250 uL de Agua Milli-Q). O tubo
FIV foi armazenado em estufa (38,5°C, 100% de umidade e atmosfera de 5% de CO>), com
tampa aberta, até o momento da fertilizagdo in vitro.

O conteudo do tubo Motilidade foi utilizado para avaliagdo de motilidade, onde 30
uL foram colocados sob lamina aquecida, coberta com laminula, e analisada em objetiva de
10X, comparando-se a propor¢do, em porcentagem, de espermatozoides que apresentavam
mobilidade de qualquer tipo (progressiva, oscilatoria, circular ou retrograda) com a
quantidade de espermatozoides totais.

Ja o contetdo do tubo Concentracao foi utilizado para anélise deste mesmo fim,
através de contagem em Camara de Neubauer (objetiva de 40X, contagem dos 5 quadrados
diagonais, considerando-se os espermatozoides presentes sob as linhas esquerdas e
superiores), realizando-se uma média entre a contagem nas duas malhas da camara.

Para o calculo de diluigdo dos espermatozoides utilizados na fertilizagado in vitro (tubo

FIV), utilizou-se a seguinte formula:

(CONCENTRACAO) X (MOTILIDADE) X 50 / 1000 — 50 = VOLUME DE TALP-FERT

Onde o resultado obtido é o volume, em microlitros, de meio TALP-Fert a ser

acrescentado no tubo FIV. Ao final, cada gota foi fecundada com 4 pL do conteudo final do
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tubo FIV (aproximadamente 100 mil espermatozoides por gota) e a placa foi mantida em

estufa aquecida (38,5°C, 100% de umidade e atmosfera de 5% de CO.), de 18h a 22h.

Figura 5: Placa de poliestireno de 60 x 15 mm, com gotas de 100 uL de meio TALP-Fert cobertas
com dleo mineral.

5.1.6 Cultivo in vitro

Os provaveis zigotos foram desnudados mecanicamente por pipetacdes sucessivas, €
apods foram lavados 3 vezes em gotas de 100 pL de meio de cultivo SOF (acrescido de 0,2
mM piruvato sodico, 5 mg/mL BSA, 2,5% de soro fetal bovino e 83 pg/mL amicacina) e
transferidos para gotas de 100 pL de meio SOF cobertas com 6leo mineral em placas de
poliestireno de 60 x 15 mm, sendo cultivados por 6 dias. A taxa de clivagem foi avaliada 48h
apods a fecundagdo in vitro por meio da avaliacdo das estruturas que apresentavam duas ou
mais células, para fins de controle (Fig. 6A). Sete dias apds a fecundagdo, a taxa de
blastocistos foi avaliada a partir da contagem de estruturas que alcancaram esse estagio de
desenvolvimento, sem diferenciacdo entre blastocistos iniciais, expandidos ou eclodidos

(Fig. 6B).
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Figura 6: A: embrioes clivados no dia 2 (seta),; B: blastocistos expandidos e eclodidos no dia 7
(seta). Fonte: autoria propria.

5.1.7 Analise estatistica das FIVs

A taxa de clivagem foi determinada 48 horas apos a fertilizagao in vitro por meio de
contagem dos embrides que apresentavam duas ou mais células com o auxilio de microscopio
estereoscopico (taxa de clivagem = n° de embrides/ n° de ovocitos iniciais).

A contagem dos blastocistos foi realizada no sétimo dia ap6s a fecundagao. A taxa de
blastocisto foi determinada em relagdo ao nimero de ovocitos que iniciaram a clivagem e
chegaram a este estagio de desenvolvimento (taxa de blastocisto = n° de blastocisto/ n°® de
embrides utilizados para célculo da taxa de clivagem).

Para verificar a existéncia de diferenga entre o grupo suplementado e o nao
suplementado aplicou-se o teste T pareado, utilizando-se o software Excel/Action

(Microsoft).

5.2 Imunofluorescéncia para identificacao dos receptores p75 e Trk

Ap6s fixados com paraformaldeido 4% e mantidos em solucdo de PBS 1x a 4°, 15
ovocitos imaturos foram novamente lavados em solugdo de PBS 1x (acrescido de 2% de
SFB) e divididos entre 3 laminas silanizadas (silano 2,5%) para melhor aderéncia das

estruturas. Para a permeabilizagdo da membrana plasmatica, foi utilizada solugao de Triton
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X-100 0,1%, durante 30 min, em temperatura ambiente. Apos, as laminas foram lavadas 3
vezes com PBS 1x, durante 5 min cada vez. A recuperagdo antigénica foi feita com completa
imersao das laminas em solucgdo de Citrato de Sédio (pH 6), em fervura, por 10 min no micro-
ondas (ciclos de 5 em 5 segundos). Apos secagem, em temperatura ambiente por 20 min, as
laminas foram lavadas mais 3 vezes com PBS 1x. Os sitios inespecificos foram bloqueados
através de solugdo de Soro Fetal Bovino (1:9 diluido em PBS 1x), por 30 min, em temperatura
ambiente. Apos secagem, as laminas foram dividas entdo em 3 grupos: 1) incubada com
anticorpo primario policlonal de coelho anti-receptor p75 (NGFR-p75 Sigma N3908, 1:500),
2) incubada com anticorpos primdrios policlonal de coelho e anti-receptor Trk (Pan-Trk
Abcam EPR17341, 1:250), e 3) lamina controle, incubada com SFB (1:9 diluido em PBS
1x). As laminas foram incubadas overnight, em camara umida, a 4°c.

Ap06s 3 novas lavagens com PBS 1x, todas as laminas foram incubadas com anticorpo
secundario (A11012 Alexa Fluor 594 Invitrogen, 1:500), por 2h, a temperatura ambiente, em
sala escura e entdo lavadas 5 vezes com PBS 1x. Como corante de ntcleos celulares, utilizou-
se 0 Yo-Pro-1 Iodide (Y3603 Invitrogen, 2,5:1000), durante 40 min, em sala escura, exceto
na lamina controle (sem anticorpo primario). Apos 5 lavagens com PBS 1x, as laminas foram
montadas com glicerina tamponada (glicerol e tampao carbonato 1:9) e laminula, sendo
seladas com esmalte. A fluorescéncia foi analisada no microscopio confocal de varredura a
laser Zeiss LSM 510-meta. A metodologia utilizada com foi adaptada de Idrees (2019), Li et
al. (2010), Pan et al. (2019) e Tan et al. (2019).

6. RESULTADOS

6.1 Suplementacio com Beta-NGF no meio de maturacio in vitro favorece as
taxas de clivagem e blastocistos

Os resultados obtidos em cada rotina de PIVE estao demonstrados na tabela 2.
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Tabela 2: Numero de ovécitos imaturos, embrides clivados e blastocistos, nos grupos
suplementado (S) e controle (C), em cada uma das rotinas.

Rotinas 1 2 3 4
Grupos S C S C S C S C
Ovocitos 43 46 49 46 49 43 47 45
imaturos
Clivados 33 32 31 23 35 25 29 24
Blastocistos 10 6 16 8 12 6 13 8

Através do Teste T Pareado, que comparou as taxas de clivagem e blastocisto entre
os grupos suplementado e controle, verificou-se diferenca significativa (p < 0,05) em ambos

os casos (Tab. 3).

Tabela 3: Taxas de clivagem e de blastocistos obtidas em cada rotina de PIVE com
meio suplementado com Beta-NGF e ndo suplementado e valor de p obtido na comparacao
dos grupos utilizando-se o teste T pareado.

Rotinas Taxa de clivagem Taxa de blastocistos
Suplementado Controle Suplementado Controle
1 76,74% 69,57% 30,30% 18,75%
2 63,27% 50,00% 51,61% 34,78%
3 71,43% 58,14% 34,29% 24,00%
4 61,70% 53,33% 44,83% 33,33%
Médias 68,29% 57,76% 40,26% 27,72%

Valor de P 0,0072 0,0033

6.2 Ovocitos imaturos e células do camulo expressam ambos receptores de Beta-

NGF (p75 e Trk)

A marcacdo pela técnica de imunofluorescéncia indireta, para se avaliar a expressao

de receptores Trk e p75, analisada por microscopia confocal de varredura a laser, demonstrou
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principalmente a presenga de ambos os receptores nos ovocitos imaturos em si (Fig. 7 ¢ 9).
Ademais, ao dar enfoque as células do cumulo, nota-se que estas também apresentam
receptores p75 e Trk (Fig. 8 e 10). Os ovdcitos imaturos da lamina controle, que ndo foram

incubados com o anticorpo primdrio e nem com o Yo-Pro-1 Iodide, ndo demonstraram

fluorescéncia significativa.

Figura 7: Ovocito imaturo e células do cumulo. Marcagdo de receptores p75 (4), marcagdo de
nucleos com Yo-Pro-1 lodide (B) e sobreposigcdo de ambos (C).

Figura 8: Células do cumulo de ovocito imaturo. Marcagdo de receptores p75 (4), marcagdo de
nucleos com Yo-Pro-1 lodide (B) e sobreposi¢cdo de ambos (C).
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Figura 9: Ovocito imaturo e células do cumulo. Marcagdo de receptores Trk (4), marcagdo de
nucleos com Yo-Pro-1 lodide (B) e sobreposi¢cdo de ambos (C).

Figura 10: Células do cumulo de ovocito imaturo. Marcagdo de receptores Trk (A), marcagdo de
nucleos com Yo-Pro-1 lodide (B) e sobreposi¢do de ambos (C).

7. DISCUSSAO

Atualmente ja se utilizam substancias nutricionais e hormonais suplementares para
melhorar o processo de maturagdo, como as gonadotrofinas (FHS, LH), liquido folicular ou
sérico, hormonios tireoidianos, bem como estudos também ja comprovaram a atuagdo
positiva do fator de crescimento (EGF), fator de crescimento semelhante a insulina I (IGF-
I), ativina A e inibina A (SILVA et al, 2005). Os resultados do presente trabalho demonstram
que a suplementagdo com Beta-NGF em meio de maturagdo ovocitaria também tem atuacao
positiva neste processo. As mudangas nucleares e citoplasmaticas que ocorrem no complexo
cumulo ovocito (CCO), durante sua maturagao, sdo de extrema importancia para 0 momento

da fecundacdo, assim como para o desenvolvimento inicial do embrido. Dessa forma, as
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condi¢des de maturagdo in vitro, como a composi¢do do meio, temperatura, e atmosfera
gasosa podem influenciar diretamente no sucesso da producao in vitro de embrides (PIVE).
Isso pode ser comprovado mediante comparagdo entre ovocitos maturados em meios €
condicdes distintas, e suas taxas de formacdo de blastocistos subsequentes (SILVA et al,
2005), assim como feito no presente trabalho. As melhores taxas de clivagem obtidas no
grupo suplementado com Beta-NGF, mostram que um maior numero de ovoécitos finalizou
sua maturagdo. Ja a as melhores taxas de blastocistos obtidas neste mesmo grupo,
demonstram que os efeitos benéficos da suplementagdo sobre a maturacdo ovocitaria,
permanecem durante o desenvolvimento embriondrio inicial. Podemos assim especular que
de forma geral, mesmo que a maturacdo ovocitaria permita a fecundag¢do e o inicio da
clivagem, ela pode ndo ser suficiente para que o desenvolvimento embrionario inicial ocorra
satisfatoriamente. Ou seja, especificamente em relagdo aos resultados deste trabalho, a
suplementagdo do meio de maturagdo ovocitaria com Beta-NGF ndo s6 aumentou o nimero
de ovocitos maturados, como melhorou a qualidade destes ovocitos, j& que a taxa de
blastocisto foi melhor no grupo suplementado.

A presenca de receptores tanto no ovocito como nas células do caimulo corrobora com
os bons resultados obtidos com a suplementacao dos meios de maturagao, pois o CCO possui
comunicag¢do intercelular entre si, através de projecdes transzonais (TZP), sendo extensdes
das células do cumulo que atravessam a zona pelicida, chegando a membrana do ovdcito.
Neste ponto estdo presentes jungoes comunicantes (GAP) e jungdes aderentes ou de oclusao
(Fig. 11), que sdo importantes para o desenvolvimento de ambas as estruturas, com a
comunicagdo ocorrendo de maneira bidirecional (LIMA et al, 2016; SANTOS, 2012),
permitindo que a proteina Beta-NGF e metabolitos produzidos pelas células do cumulo

cheguem até o ovdcito.
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Figura 11: Representagdo ilustrativa das projegoes transzonais (TZP) entre ovicito e células da
granulosa (cumulo) e suas respectivas jun¢oes GAP e aderentes. Fonte: Adaptado de LIMA et al. (2016).

Sabe-se que no periodo precedente a ovulagdo, ocorre certa retragdo das projecdes
transzonais (TZP) no foliculo pré-ovulatorio, para que este se desprenda da parede folicular
e possa ocorrer a ovulagdo. Ao mesmo tempo, ha um aumento de receptores TrkA e da
expressao génica de NGF, nas células da teca. Devido a isso, Mayerhofer et al. (1996)
concluiu que, através de bloqueio imunoloégico da acao da NGF e da ativagao de seu receptor
TrkA em ovarios bovinos, inibe-se a ovulagdo, sugerindo que esta proteina estaria
diretamente relacionada com a cascata ovulatoria, visto que a ativagao do receptor TrkA afeta
a integridade das TZP. Todavia, a estimulagdo dos foliculos com outras neurotrofinas, como
a NT3, a NT4, o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e o fator de crescimento
epidermal, ndo causou alteragdo das TZP (MAYERHOFER et al, 1996). Corroborando, o
estudo de Zanquan et al. (2004), demonstrou que o LH funciona como regulador da producao
de NGF e seus receptores, sendo que o LH estimula o processo de ovulacdo. Isso posto e
considerando os resultados deste trabalho, fica claro que a Beta-NGF atua de formas
diferentes: induzindo a ovulacao e estimulando a maturacao dos ovocitos.

Mais importante, o estudo de Mayerhofer et al. (1996) comprova a produgdo de NGF
pelas células da teca bovina, assim como outros estudos comprovam a expressdo dessa
proteina em ovarios humanos (RETAMALES-ORTEGA et al., 2017) e ovarios de cricetos
(hamsters) (SHI et al., 2004). Desse modo, sugere-se que a aspiragdo folicular, tanto in vivo
quanto post mortem, na realizagdo de rotinas de producdo in vitro de embrides (PIVE),
interrompe o contato do CCO com a Beta-NGF, e a suplementagdo dessa proteina no meio
de maturagdo, mimetiza o ambiente de maturacdo in vivo, gerando uma melhor maturagdo e

consequentemente, uma maior taxa de fecundacao, clivagens e blastocistos gerados.
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A cascata de ag@o do receptor TrkA ¢ ativada através da ligagdo com a proteina Beta-
NGF, ativando o fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e a proteina quinase (MAPK), a fim de
promover a sobrevivéncia celular e sua proliferacao. Ocorre a ativagao da fosfolipase do tipo
Cy (PLCy), resultando na producdo de diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3),
culminando na secrec¢ao de calcio dos estoques citoplasmaticos. Entretanto, ndo se sabe muito
sobre a cascata de ativagdo do receptor p75 (CHAVES et al, 2012), mas sabe-se que mesmo
que a Beta-NGF possua maior afinidade pelo receptor TrkA, quando este esta associado ao
p75, o estimulo ¢ aumentado. No entanto, sem o TrkA, o p75 induz apoptose (JANA;
KOSZYKOWSKA; CZARZASTA, 2011). No presente trabalho foi encontrado ambos os
receptores, 0 que corrobora com os bons resultados obtidos com a suplementagdo com Beta-
NGF.

Além disso, estudos ja comprovaram a expressao da NGF e sua atuacdo durante a
maturagcdo meidtica, em ovocitos bovinos, murinos, suinos e de Xenopus (rds) (SHI et al.,
2004; CARRIERO et al., 1991; NEBREDA et al., 1991; BARBONI et al., 2002; PAPP et al.,
2005; SILVA et al., 2005). Em ovinos, analisou-se os niveis de NGF no fluido folicular antes
e apos 20h de estimulacdo com gonadotrofinas, e os resultados demonstraram que o GnRH
causa um grande aumento de NGF nos foliculos pré-ovulatorios, e através de
imunohistoquimica, se confirmou a presenca de receptores TrkA nas células do cumulo. A
estimulagcdo com NGF (100 ng/mL) in vitro, induziu a expansao das células do cimulo, e o
desacoplamento com as células da teca (reducdo da TZP), além da retomada da meiose em
mais de 70% dos ovocitos analisados, corroborando com a participagdo da Beta-NGF na
maturacdo do ovocito (BARBONI et al., 2002). Em suinos, analisou-se o efeito da
suplementagao com NGF durante a maturacao e a fertilizacdo in vitro, e a taxa de blastocistos
gerados, através de cultivo de CCOs com NGF (1 ng/mL). Ap6s 30h, uma maior propor¢ao
de ovocitos tratados com NGF atingiu o estagio de meiose II, mas ap6s 40h, nao houve
diferenca de propor¢ao entre os grupos, simbolizando que a suplementacao com NGF durante
a maturacdo in vitro acelera a progressao nuclear (PAPP et al., 2005).

Dado o exposto, tem-se que a suplementacao do meio de maturagdo in vitro seria uma
alternativa para melhorar os resultados de PIVEs, sejam realizadas de forma comercial ou
académica, pois os resultados encontrados neste estudo demonstraram taxas estatisticamente

maiores (p < 0,05) na formagao de clivagens e blastocistos entre grupos de ovocitos expostos
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a suplementacdo com Beta-NGF durante o processo de maturacdo in vitro. Entretanto, o
anticorpo utilizado neste trabalho foi o anti-Pan Trk, sendo capaz de se ligar aos receptores
TrkA, TrkB e TrkC. Os receptores TrkB e suas respectivas neurotrofinas (fator neurotréfico
derivado do cérebro e N4) também foram identificados em ovarios bovinos (SILVA et al.,
2005), dessa forma, seria vidvel em estudos futuros realizar a quantificagdo dos trés tipos de

receptores no CCO, analisando a propor¢do de cada receptor.

8. CONCLUSAO

O presente estudo comprovou a presenca em bovinos de receptores de Beta-NGF (Trk
e p75) em ovdcitos imaturos e em células do cimulo do complexo ctimulo ovécito (CCO).
Também pode-se verificar que a suplementacdo do meio de maturacdo ovocitaria, na
produgdo in vitro de embrides bovinos, leva a melhores taxas de clivagem e formacao de
blastocistos. Conclui-se entdo que a suplementacdo do meio de maturagdo ovocitaria com
Beta-NGF seria uma alternativa para melhorar os resultados de PIVEs bovinas, em rotinas

de cunho comercial ou académico.
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