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RESUMO

Este estudo teve como objetivo elaborar um sistema de cultivo eficiente e especifico para foliculos pré-antrais
tardios (FOPA) e antrais iniciais (FA), para melhores taxas de maturagdo de odcitos caprinos. Para tanto,
foram estabelecidos meios especificos para FOPA e FA, referido como meio FOPA: a-MEM+ com alta
concentracao de insulina (10 pg/mL) e meio FA: a-MEM+ com baixa concentracao de insulina (10 ng/mL)
acrescido de hormonio do crescimento (GH). Os FOPA foram cultivados por 24 dias nos seguintes
tratamentos: 1- apenas em meio FOPA; 2- em meio FOPA no primeiro quarto do cultivo (D0-D6) seguido de
meio FA (D6-D24) e 3- em meio FOPA + fator de crescimento e diferenciacao 9 (GDF-9) no primeiro quarto
do cultivo (D0-D6) seguido de meio FA + GDF-9 (D6-D24). Os FA foram cultivados durante 18 dias em meio
FA ou meio FA+GDF-9. Os resultados mostraram que em ambas categorias foliculares, do dia 6 ao 18, a
porcentagem de foliculos morfologicamente intactos diminuiu(P
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INTRODUCAO

O foliculo ovariano ¢ a unidade morfofuncional do ovario, sendo responséavel por proporcionar o ambiente
necessario para o desenvolvimento do odcito que nele esta incluso (CORTVRINT E SMITZ, 2001). De acordo
com o grau de evolucdo, os foliculos podem ser classificados em pré-antrais e ndo cavitarios e antrais ou
cavitarios. Os foliculos pré-antrais (FOPA), por sua vez, podem ser classificados em primordiais, priméarios e
secundarios. Ja os foliculos antrais (FA), em terciarios e pré-ovulatorios (SAUMANDE, 1991). Sabe-se que o0s
o0citos estdo presentes no ovario, predominantemente inclusos em FOPA, representando estes o pool de
estoque de foliculos ovarianos. Entretanto, durante toda a vida reprodutiva da fémea ou feminina, a grande
maioria desses foliculos (99,9%) morrem pelo fendmeno conhecido como atresia folicular (FIGUEIREDO et
al., 2008).

Com isso, o cultivo in vitro folicular (CIVF) é uma tecnologia em desenvolvimento que objetiva otimizar a
utilizagao de odcitos imaturos para reprodugao assistida (SHEA et al., 2014). Para tanto, a composicdo do
meio é essencial para o sucesso do CIVF. Diversas substancias ja foram relatadas como chaves para a
foliculogénese in vitro, tais como o anetol, um antioxidante (SA et al., 2017), o horménio do crescimento
(GH) (CADENAS et al., 2017), a insulina (THONGKITTIDILOK et al., 2018) e o fator de crescimento e
diferenciacao 9 (GDF-9) (MONTE et al., 2019).

Além da composicdo do meio, o periodo de cultivo também é um fator chave no sucesso da foliculogénese in
vitro. Para a espécie caprina, estudos apontam maiores diametros oocitérios e maiores taxas de retomada
meiotica para foliculos pré-antrais (FOPA) cultivados por 24 dias. Ja para os foliculos antrais iniciais (FA), 18
dias parece ser o ideal ( FERREIRA et al., 2018).

A dindmica de desenvolvimento folicular e oocitario ovarianos é complexa e envolve a participacdo e
interacdo de diversas substéancias (EPPIG, 2001) e os requerimentos foliculares, durante o desenvolvimento
folicular, podem variar entre substancias e concentracgdes, tanto in vivo quanto in vitro (MAGALHAES et al.,
2013). Esses fatores fazem com que a produgao de odcitos maturos in vitro seja pouco eficaz comparado ao
potencial reprodutivo do organismo in vivo. Diante do exposto, questiona-se se seria necessario a utilizacdo
de um meio dinamico, além do tempo de cultivo, para a melhoria nas taxas de maturagdo de odcitos caprinos

crescidos in vitro.

Com isso, considerando os requerimentos estagio-especifico folicular durante o CIVF, esse trabalho objetivou
elaborar um sistema de cultivo eficiente e especifico para foliculos pré-antrais e antrais iniciais, para P

melhorar as taxas de maturagao de odcitos caprinos crescidos in vitro.

METODOLOGIA
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Para tanto, ovarios de cabras adultas sem raga definida (idade de 1 a 3 anos) foram coletados em abatedouro
local, e transportados ao laboratério em MEM-HEPES por no méximo 1 h a 4 °C (CHAVES et al., 2008). \

&

Foliculos pré-antrais secundarios e antrais iniciais foram isolados, selecionados, distribuidos aleatoriamente
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e cultivados. O meio de base consistiu em alfa meio essencial minimo suplementado de diferentes
substancias, inclusive anetol (a- MEM+). Foram estabelecidos meios especificos para FOPA e FA, referidos
como meio FOPA composto por a-MEM+ suplementado com alta concentracdo de insulina (10 pg/mL) e meio
FA que consistia de ae-MEM+ suplementado com baixa concentracao de insulina (10 ng/mL), mais 50 ng/mL
de GH. Os FOPA foram cultivados por 24 dias nos seguintes tratamentos: 1- apenas em meio FOPA (FOPA-
Fix); 2- em meio FOPA no primeiro quarto do cultivo (D0-D6) e posteriormente em meio FA (D6-D24) (FOPA-
Din) e 3- em meio FOPA + fator de crescimento e diferenciacao 9 (GDF-9) no primeiro quarto do cultivo (D0-
D6) e posteriormente em meio FA + GDF-9 (D6-D24) (FOPA-Din + GDF-9). Os FA foram cultivados durante
18 dias em meio FA (FA-Fix) ou meio FA+GDF-9 (FA-Fix + GDF-9). O cultivo foi realizado a 38,5 ° C, em 7,5

% de CO2 em atmosfera por 18 (foliculos antrais iniciais) ou 24 dias (foliculos pré-antrais tardios).

Para a avaliacdo do desenvolvimento folicular, a cada seis dias de cultivo, os foliculos foram classificados
como normais, extrusos ou degenerados, de acordo com as caracteristicas morfoldgicas. O diametro folicular
foi medido apenas em foliculos normais, sendo entdo calculada a taxa de crescimento folicular. A formagao da
cavidade antral foi definida como uma cavidade translicida visivel por entre as camadas das células da

granulosa.

Apds os periodos de cultivo, os complexos cumulus-odcito (CCOs) foram recuperados e apenas 0s 00citos
=110 pm de didmetro com citoplasma homogéneo, circundados por pelo menos uma camada compacta de

células do cumulus foram selecionados para MIV e calculada entdo a taxa de recuperacao oocitéria.

Apos a M1V, os COCs foram desnudados e incubados em gotas de 10 uL. de PBS suplementado com 5,5 pg/mL
Hoechst 33342 e 1% de glutaraldeido a temperatura ambiente por 30 minutos, e processados (CADENAS et
al., 2017). A viabilidade oocitaria e a configuracdao da cromatina foram avaliadas com auxilio de microscdpio

de fluorescéncia .

Os dados estatisticos foram apresentados como média (+ EPM) ou percentagem. Foram utilizados ANOVA
one-way e teste Student-Newman Keuls para comparacao de meios e o teste de Qui-quadrado ou Teste G

para andlises entre tratamentos e dias de cultivo. As diferencas foram consideradas significativas quando P

RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo investigou pela primeira vez os efeitos do meio dindmico com insulina (alta ou baixa
concentracdo), GH e GDF-9 na sobrevivéncia e desenvolvimento de FOPA caprinos isolados cultivados in

vitro.

No tocante ao cultivo de FOPA, os resultados demonstraram que na auséncia de GDF-9, o sistema de cultivo
(fixo x dinamico) afetou alguns parametros, tais como morfologia folicular e taxas de crescimento durante a
segunda parte do cultivo. O meio FOPA tem sido usado comumente com a adicdo de insulina em alta
concentragdo (“suprafisioldgica”) (FERREIRA et al., 2018; THONGKITTIDILOK et al., 2018), enquanto para
FA tem sido usado insulina relativamente em baixa concentragao (“fisiolégica”) (CADENAS et al., 2017). Por
essa razao, foi proposto testar aqui um meio sequencial para FOPA com a composicdo sendo mudada no dia 6
de cultivo, quando os foliculos iniciam a entrada no estagio antral.

A porcentagem de foliculos morfologicamente intactos diminuiu , enquanto a extrusao de foliculos aumentou
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(P

Além disso, para o FOPA, a partir do dia 18, o uso de um meio dindmico sem GDF-9 resultou em taxas mais
altas (P

Entre os dias 0 e 6 de cultivo, independentemente das condicdes de cultivo, os tratamentos FOPA
apresentaram uma maior taxa de crescimento folicular (P in vitro cultivados em meio FOPA apresentaram

uma maior (P 0,05), entre o primeiro e os tltimos dois tergos do cultivo.

Ao final do cultivo, os didmetros oocitarios foram superiores (P 0,05) entre todos os meios dos tratamentos

FOPA. Entretanto, a frequéncia de odcitos =110 pm foi superior (P

A retomada meiotica foi mais elevada (P 0,05) de retomada da meiose e MII foram observadas entre FA
(34,3%; 21,4%) e FOPA (23, 9%; 13,4%) cultivados em meios fixos. Além disso, as taxas de MII foram
semelhantes (P > 0,05) entre FOPA (FOPA-Fix: 13,4%) e FA (FA-Fix: 21,4% FA-Fix+GDF-9: 17,1%) cultivados
em meios fixos na auséncia ou presenca do GDF-9. A adi¢cdo de GDF-9 ao meio promoveu taxas semelhantes
(P

Estudos prévios relataram taxas mais altas de maturacdo em odcitos de FA do que FOPA quando cultivados
sob as mesmas condicdes experimentais (CADENAS et al., 2017, FERREIRA et al., 2018). Entretanto, no
presente estudo, foram observadas taxas similares de maturacdo entre FA e FOPA, quando FA obtidos in

vitro foram comparados com FA obtidos in vivo durante o mesmo periodo de cultivo (18 dias).

CONCLUSOES

Em conclusao, o cultivo in vitro de FOPA em meio fixo com insulina em alta concentracdao aumentou o
crescimento folicular. No entanto, apesar desses achados, os foliculos cultivados em meio fixo mostraram
crescimento e taxas de maturagdo oocitaria semelhantes quando comparados com o meio dindmico, onde a
concentracdo de insulina foi reduzida até o nivel fisioldgico, quando os foliculos entraram em na fase antral.
Assim, o uso de meio fixo com alta concentracdo de insulina (10 pg / ml) por 24 dias parece ser o melhor
método para o cultivo de FOPA caprino. Contudo, a utilizacao de sistemas de cultivo sequencial pode
representar uma alternativa para melhoramento dos sistemas de cultivo comumente utilizados, para aumento

da competéncia oocitéria.
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