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RESUMO

O objetivo deste estudo foi, através da biotecnologia do Ovario Artificial, avaliar o efeito do GDF-9 sobre o
crescimento folicular e a maturagao oocitaria de FOA caprinos isolados e cultivados in vitro na presenga de
anetol e insulina. Para tanto, de cada par ovariano foram obtidos FOAs (300-350 pm), os quais foram
cultivados em meio de base a-MEM+ contendo anetol (300 ng/mL) e insulina (10 ng/mL) na auséncia
(tratamento controle) ou presenca de GDF-9 (tratamento GDF-9), por 18 dias. Apds o cultivo in vitro, os COCs
foram selecionados para a maturacao in vitro. Durante o cultivo in vitro foram avaliados morfologia e
crescimento folicular, e apds a maturacdo in vitro foram avaliados morfologia, didmetro e configuracédo da
cromatina do oo6cito. Em ambos os tratamentos, foi observada diminuicao na porcentagem de foliculos
intactos com concomitante aumento nas taxas de extrusao e degeneragao (P 0,05). Por outro lado, o GDF-9
aumentou a taxa de crescimento do dia 6 para o dia 12 do cultivo, sendo maior (P 0,05). Em conclusao, este
estudo mostrou pela primeira vez que o GDF-9 adicionado a um meio de cultivo contendo anetol aumentou a
taxa de crescimento de foliculos antrais iniciais caprinos isolados e cultivados in vitro.
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INTRODUCAO
A biotecnologia do Ovario Artificial consiste no uso de sistemas de cultivo in vitro que visem oferecer

condigoes ideais e ambiente favoravel para o desenvolvimento de foliculos ovarianos fora do ovario.
Resultados promissores no cultivo in vitro de foliculos secundarios caprinos foram obtidos recentemente com
a adicdo do antioxidante anetol no meio de base, em que este proporcionou maiores taxas de retomada
meidtica e menor concentracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), quando comparado a outros
antioxidantes (SA et al., 2017). Além disso, foi relatado a primeira gestacdo apos cultivo in vitro (CIV) de
foliculos antrais caprinos cultivados na presenca de anetol e horménio do crescimento (GH - SA et al., 2020).
Além do anetol, outra substancia ao qual ja foi observado efeitos benéficos no CIV de foliculos ovarianos é o
fator de crescimento e diferenciagdao 9 (GDF-9). Em estudos realizados em caprinos, o GDF-9 apresentou
resultados bastante promissores, promovendo a ativacdo, o desenvolvimento, a manutencgdo da sobrevivéncia
folicular, a formagdo de antro, crescimento de foliculos primdrios e secunddarios e a manutengdo da
ultraestrutura folicular no cultivo in situ de tecido ovariano (MARTINS et al., 2008; ALMEIDA et al., 2011),
especialmente quando utilizado na concentragdo de 200 ng/mL. No entanto, ainda nao ha relatos da
influéncia do GDF-9, nem da sua associagao ao anetol, no CIV de foliculos antrais iniciais isolados caprinos.
Com base nisso, o presente estudo teve como objetivo investigar o efeito do GDF-9 durante o cultivo in vitro

de foliculos antrais iniciais caprinos isolados, em meio contendo anetol.

METODOLOGIA

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da
Universidade Estadual do Ceard (CEUA-UECE; No 2422377/2016).

Para este fim, ovarios de cabras adultas sem raca definida (n= 60) foram coletados em abatedouro local, e
transportados ao laboratério em MEM-HEPES por no méaximo 1 h a 4 °C (CHAVES et al., 2008).

Foliculos antrais iniciais (FOA) que possuiam aproximadamente 300-350 um de didmetro, foram visualizados,
manualmente dissecados e selecionados para o cultivo in vitro (CADENAS et al., 2017). O meio de cultivo
base consistiu em Alfa Meio Essencial Minimo modificado (a-MEM) suplementado com 50 ng/mL de
hormonio do crescimento (GH) e 300 pg/mL de anetol, dentre outros, referido como a- MEM+ (SA et al.,
2017), na auséncia (tratamento controle) ou presenca de 200 ng/mL de fator de crescimento e diferenciagao
9 (GDF-9 - tratamento GDF-9). Os FOAs foram cultivados individualmente por 18 dias em gotas de 100 pL de
meio de base sob 6leo mineral, a 38,50C em atmosfera umidificada com 7,5% de CO2.

A cada seis dias de cultivo, os foliculos foram avaliados quanto aos aspectos morfoldgicos, sendo classificados
como normais, extrusos ou degenerados, bem como foi realizada a mensuragdo do didmetro e taxa de
crescimento folicular.

Apds o periodo de cultivo folicular, os complexos cumulus o6citos (COCs) foram recuperados, selecionados e
destinados a maturacdo in vitro (MIV). Os complexos cumulus odcitos (COCs) selecionados foram lavados trés
vezes em meio MIV composto de Meio de Cultivo de Tecidos 199 (TCM 199) suplementado com 1 pg/mL de
17B-estradiol, 5 pg/mL de horménio luteinizante (LH), 0,5 pg/mL de FSHr, 10 ng/mL de fator de crescimento
epidermal (EGF), 1 mg/mL de BSA, 22 nug/mL de piruvato, 50 ng/mL de fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF-I) e 100 uM/L de cisteamina (FERREIRA et al., 2016). Apds a lavagem, os COCs foram
transferidos individualmente para meio MIV fresco (1 COC por 10 pL de gota) em placas de cultivo sob dleo
mineral e incubados por 32 horas a 38,5 ° C com 7,5 % de CO2 em atmosfera (SA et al., 2019).

Apds a MIV, para avaliagdo da configuracdo da cromatina por fluorescéncia, os COCs foram desnudados

mecanicamente e incubados individualmente com Hoechst 33342 e 1% de glutaraldeido, e processados como
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descrito previamente (CADENAS et al., 2017). De acordo com a configuragao da cromatina, os odcitos foram
classificados como vesicula germinativa (VG), metafase I (MI), metafase II (MII), ou degenerado, quando a
cromatina apresentou configuragdo anormal.

Os dados estatisticos foram apresentados como média (x EPM) ou percentagem. A normalidade e
homogeneidade da variancia foram analisadas previamente utilizando os testes de Shapiro-Wilk e de Levene,
respectivamente. A comparagao de médias foi realizada com ANOVA one-way seguido de teste post-hoc de
Student-Newman-Keuls. As variaveis proporcionais (foliculos intactos, degenerados, extrusos e retomada
meidtica) foram analisadas entre dias e entre tratamentos com o teste de Qui-Quadrado ou teste G. As

diferencas foram consideradas significativas quando P

RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os efeitos do fator de crescimento e diferenciacdo (GDF-9), na presenca de anetol,
sobre o desenvolvimento e maturacdo de foliculos antrais iniciais caprinos.

Ao fim do cultivo folicular, foi observada uma reducao no numero de foliculos intactos em ambos os

tratamentos (controle e GDF-9 - P

CONCLUSOES

Em conclusdo, este estudo mostra, pela primeira vez, que a adicao de GDF-9 ao meio de cultivo de base
contendo anetol aumentou a taxa de crescimento de foliculos antrais iniciais caprinos cultivados in vitro.

Entretanto, ndo houve qualquer influéncia sobre a maturacdo oocitaria.
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