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Strategies for oocyte rejuvenation: to what extent?

Infertility attributed to male and female

millions  of
Although assisted
reproductive technologies (ART)
circumvent some of these fertility
problems, the efficacy of the treatments is
greatly dependent on the quality of the
oocytes used. Frequently, oocytes from
patients of advanced age or with other

factors affects couples
worldwide.

can

fertility disorders (e.g, polycystic ovarian
syndrome, endometriosis) fail to fertilize,
produce embryos that arrest during the
first stages of their development in vitro
or develop into chromosomally abnormal
blastocysts. The use of donated oocytes
can represent an effective approach to
improve the chances of successful IVF
treatment in these patients, however, the
resultant children are not genetically
related to the intended mothers and thus
it desirable to develop other alternatives.

(Original article)

Several studies suggest that aberrant
meiosis or early developmental failure are
caused by deficiencies in the oocyte
cytoplasmic content, which contains a
vast diversity of organelles, MRNAs,
proteins, ribosomes and other factors. In
particular, mitochondria are thought to
play a key role in the oocyte metabolism,
since they supply the ATP needed for the
oocyte to support critical events such as
spindle formation,

chromosomes  and

maturation,
segregation  of
chromatids and polar bodies extrusion.

Mitochondrial dysfunctions have in fact
been identified as a major cause of poor
oocyte quality and high aneuploidy rates
in women of advanced age, where
altered levels of mtDNA have also been
associated with aneuploidy and reduced

implantation potential.

Zv 9Yd | 031ONNO¥d



L COM A PALAVRA ]

Techniques like cytoplasmic transfer or
the injection of autologous mitochondria
were proposed to restore the viability of
compromised oocytes in patients with a
history of repeated IVF failures. However,
the safety and/or benefits of these
methods to treat infertility have been
questioned either due to concerns related
to heteroplasmy (i.e, the co-existence of
two mtDNA genomes) after cytoplasmic
transfer or because injection  of
autologous mitochondria did not show

improvements in clinical outcomes.

"The techniques known
as mitochondrial
replacement therapies
(MRTs) have originally
been proposed to prevent
the transmission of
mitochondrial diseases."

An alternative approach that holds a
great promise infertility
problems of maternal (oocyte) origin is

to address

the transfer of the nuclear genome from
an affected oocyte into a new healthier
cytoplasmic content (enucleated oocyte)
from a young donor. These techniques,
known as mitochondrial replacement
therapies (MRTs), have originally been
proposed to prevent the transmission of

mitochondrial diseases.

Over the last years, our group has been
exploring the potential of one of these
MRTs, the maternal spindle transfer
(MST), to overcome infertility problems
related to poor oocyte quality. In proof-of-
concept experiments, we have shown
that MST can be effective to overcome a
massive embryo developmental arrest
characteristic of a sensitive mouse strain
and that the resultant embryos can give
rise to healthy and fertile animals with
very low heteroplasmy levels (Paper Prize
Award ASRM 2017).

"The results
obtained so far are
encouraging”

Interestingly, in the same study, we
conducted follow up experiments on the
MST offspring and their descendants over
several generations, which also showed
they had higher oocyte quality than their
progenitors and normal levels of fertility.
Next, in a translational research project

using human oocytes donated for
research, we confirmed that the
technique does not compromise

aneuploidy rates. At present, we are
evaluating the effectiveness of MST as
part of a clinical pilot trial (SRCTN ref #
34844) in patients under 40 y/o that have
been recruited in base of their long
history of several previous unsuccessful
IVF attempts characterized by massive

embryo development arrest.
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The results obtained so far are
encouraging and demonstrate that MST
is effective at overcoming embryo
development arrest, and MST-derived
embryos are able to implant and sustain
a healthy pregnancy to term. However,
follow-up studies on the children born
and more controlled trials are needed to
ensure the safety of this still experimental
procedure. A question that also needs to
be addressed is whether MST can also
represent a valuable strategy to reduce
the incidence of oocyte aneuploidies in
patients of more advanced age (over 40
y/0). The nature of the aneuploidy in aged
oocytes can occur either due to
segregation errors in chromosomes
throughout meiosis | or in chromatids
segregation during meiosis II.

We hypothesize that MST could
eventually ameliorate errors occurring
during meiosis Il or those of mitotic origin
during cell divisions post-fertilization.
However, because the majority of errors
associated with advanced age tend to
occur during the first meiosis, it is likely
that the transfer of a Mll-stage spindle
into a more competent cytoplasm, may
not be sufficient to avoid aneuploidies. If
this is the case, other strategies may need
to be developed to overcome this major
problem in this patient’s group.m
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Estratégias para rejuvenescimento de ovulos: até que ponto?

Infertilidade  atribuida a fatores
masculinos e femininos afeta milhdes de
casais no mundo (Niederberger et al,
2018). Apesar das Tecnologias de
Reproducao Assistida (TRA) conseguirem
driblar alguns desses problemas de
fertilidade (Niederberger et al, 2018), a
eficacia dos tratamentos depende muito
da qualidade dos

ovulos utilizados.

Frequentemente, oévulos de pacientes
com idade materna avancada ou com

outros disturbios de fertilidade (como

sindrome do ovario policistico e
endometriose) apresentam falha de
fertilizacao, produzem embrides que

param de se desenvolver durante os
primeiros estagios de desenvolvimento in
formam  blastocistos

vitro ou que

cromossomicamente anormais
(Niederberger et al., 2018; Munne et al,

2002; Pellicer et al., 1995).

(Texto em livre tradugdo)

O uso de o6vulos doados pode ser uma

abordagem eficaz para melhorar as
chances de sucesso do tratamento de FIV
nessas pacientes, porém os bebés gerados
Nnao sao geneticamente relacionados as
maes tentantes e, por isso, seria desejavel
desenvolver outras alternativas.

Diversos estudos sugerem que erros
meidticos ou falha de desenvolvimento
em fases iniciais sao causados por
deficiéncias no conteudo do citoplasma
oocitario, que contém vasta
diversidade de organelas, MRNAs,
proteinas, ribossomos e ouros fatores
(Conti, 2018; Chappel, 2013). Em particular,

as mitocdndrias sao

uma

consideradas
essenciais no metabolismo oocitario, uma
vez que oferecem o ATP necessario para o
ovulo sustentar eventos criticos como
maturacao, formacao do fuso, segregacao

dos cromossomos e cromatides e extrusao
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dos corpusculos polares (Conti, 2018;
Chappel, 2013). Disfuncdes mitocondriais
tém sido, de fato, identificadas como a
maior causa de baixa qualidade oocitaria
e elevadas taxas de aneuploidia em
mulheres de idade avancada, em que
niveis alterados de mtDNA também foram
associados com aneuploidia e reduzido
potencial de implantagao embrionario
(Van Blerkom, 2011; May-Panloup et al,

2007).

Técnicas como transferéncia de
citoplasma ou injecao de mitocédndria
autdloga foram propostas como formas
de restaurar a viabilidade de ovulos

comprometidos em  pacientes com
histérico de repetidas falhas de FIV
(Cohen et al, 1998; Fakih et al, 2015).
Entretanto, a seguranca e os beneficios
desses métodos tem sido questionados
no que se refere a heteroplasmia (co-
existéncia de dois genomas de mtDNA)
apds transferéncia de citoplasma, e
porque a injecao de mitocéndria autdloga
nao mostrou melhora nos resultados

clinicos (Labarta et al., 2019).

"Disfuncdes
mitocondriais tém
sido identificadas

Como a maior causa
de baixa qualidade
oocitaria e elevadas

taxas de aneuploidia"

Uma técnica alternativa que traz
bastante esperanca para infertilidade de
origem materna (oocitaria) é a
transferéncia do genoma nuclear do évulo
afetado para o citoplasma saudavel de um
ovulo enucleado, de uma doadora mais
jovem. Essas técnicas, conhecidas como
terapias de substituicao de mitocondria
(MRTs), foram inicialmente propostas para
prevenir a transmissao de doencas
mitocondriais (Tachibana et al, 2009;
Craven et al., 2010; Paull et al., 2013; Hyslop

et al, 2016).

Nos Ultimos anos, Nosso grupo tem
explorado o potencial de uma dessas
MRTs, a transferéncia de fuso materno
(MST), para
infertilidade

oocitaria. Em experimentos de validacao,

superar problemas de

ligados a baixa qualidade

mostramos que a MST pode ser eficaz

para superar uma importante
caracteristica de parada de
desenvolvimento em uma variedade

sensivel de camundongos e que o0s
embrides resultantes podem dar origem a
animais saudaveis e férteis com niveis
muito baixos de heteroplasmia (Paper
Prize Award ASRM) (Costa-Borges, 2017,

Costa-Borges et al.,, 2020). Curiosamente,

no mesmo estudo, conduzimos
experimentos posteriores nos
descendentes de MST e em seus
respectivos descendentes por varias

geracodes, que também mostraram melhor
gualidade oocitaria que seus progenitores,
bem como niveis normal de fertilidade
(Costa-Borges et al., 2020).
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Além disso, num estudo translacional
utilizando o6vulos humanos doados para
pesquisa, confirmamos que a técnica nao
compromete as taxas de aneuploidia
2018).
estamos avaliando a eficacia da MST

(Costa-Borges, Atualmente,
como parte de um ensaio clinico piloto
(SRCTN ref #34844) em pacientes com
menos de 40 anos que foram recrutadas
com base em seu longo histdérico de varias
tentativas malsucedidas de FIV
caracterizadas por expressiva parada de

desenvolvimento embrionario.

Os resultados obtidos até o momento
sao animadores e demonstram que a MST
€ eficaz para superar parada de
desenvolvimento embrionario, e embrides
MST sao

sustentar

derivados de capazes de

implantar e uma gravidez

saudavel a termo. Entretanto, estudos
subsequentes em criancas nascidas e
ensaios mais controlados sao necessarios
para garantir a seguranca desse
procedimento ainda experimental. Uma
questao que também precisa de atencao
€ se a MST poderia também representar
uma estratégia valida para reduzir a
incidéncia de aneuploidias oocitarias em
pacientes com idade avancada (mais de

40 anos).

"Os resultados
obtidos até o

momento sao
animadores"

A natureza da aneuploidia em o6vulos
envelhecidos pode ocorrer tanto por erros
de segregacao de cromossomos durante
a meiose | ou segregacao de cromatides
na meiose |l (Franasiak et al., 2014). Nossa
MST poderia
eventualmente amenizar erros ocorridos

hipotese é de que a

durante a meiose |l ou agqueles de origem
mitotica durante as divisdes celulares
apos a fertilizacao. Entretanto, devido ao
fato de que a maioria dos erros associados
com idade materna avanc¢ada ocorrerem
durante a primeira meiose (Franasiak et
al., 2014), é provavel que a transferéncia
de um fuso em estagio MIl para um
citoplasma mais competente pode nao
ser suficiente para evitar aneuploidias. Se
esse for o caso, talvez outras estratégias
tenham que ser desenvolvidas para
superar essa grande questdao nesse grupo

especifico de pacientes.m
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