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RESUMO: As células do cumulus oophorus (CO) desempenham importante papel durante os processos de maturacio
oocitaria e fecundacdo pela producdo de substancias que protegem os gametas do estresse do cultivo celular in vitro. No
entanto uma caracteristica comum aos gametas feminos de bubalinos é a quantidade reduzidas de células CO quando
comparados ao bovinos. Nesse sentido o objetivo deste estudo foi a realizagdo do processo de fecundagio in vitro na
presenga de fragmentos de CO bovinos visando o fornecimento de condi¢des de cultivo mais adequadas a essa etapa. Houve
diferenca nas taxas de clivagem entre os Grupos FIV Controle (65,14+ 9,71) e FIV Cumulus (74,07 + 13,65). J4 em relacao
a taxa de formag@o de blastocisto ndo houve diferenca entre os Grupos FIV Controle (32,71 £+ 14,38) e FIV Cumulus (38,03
+12,05). As células do cumulus oophorus foram capazes de melhorar a taxa de fecundagao in vitro em bubalinos, no entanto
ndo influenciaram na formagao do blastocisto.

PALAVRAS-CHAVE: Bufalos; PIVE; células do cumulus oophorus bovino

INTRODUCAO

O rebanho bubalino brasileiro ¢ o maior fora do continente asiatico, com aproximadamente
1,672 milhao de cabegas em 2023 (IBGE, 2023) e o estado do Para concentra cerca de 750 mil animais
(Oliveira, 2023). Apesar desse destaque, a produtividade do rebanho ainda enfrenta desafios,
especialmente no que se refere a producao de leite e carne, e a0 melhoramento genético dos animais.
Nesse cendrio, a biotecnologia da Producao in vitro de embrides (PIVE) emerge como uma importante
ferramenta para a multiplicagdo genética de animais de alto valor genético. A PIVE consiste em trés
etapas principais: maturacdo in vitro (MIV) dos complexos cimulo-o6cito (CCOs), fecundacgao in vitro
(FIV) e cultivo embriondrio in vitro (CIV) até o estagio de blastocisto (Mello et al., 2016).

Embora a PIVE seja amplamente consolidada em bovinos, sua aplicagdo em bubalinos ainda
apresenta taxas de producdo de embrides inferiores (Boccia et. al., 2013). A dificuldade em replicar,
in vitro, o microambiente adequado para maturagdo, fecundagdo e desenvolvimento embrionario ¢ um
dos maiores obstaculos, devido ao conhecimento ainda limitado sobre as exigéncias metabdlicas
especificas dessa espécie (Marin et al., 2019).

Por outro lado, o reduzido numero de complexos cumulus oocitos (CCOs) obtidos por aspiragdo
folicular e, principalmente, a qualidade desses gametas (Ohashi et al., 2017) dificultam maiores avangos a nivel
de pesquisa basica e aplicada. Uma caracteristica importante ¢ que a maioria dos CCOs de bubalinos aspirados
apresentam-se envolvidos por um nimero bem menor de células de cumulus oophorus quando comparados aos
CCOs de bovinos e essa caracteristica pode ser um dos fares limitantes sob condigdes in vitro, uma vez que esta
relacionado diretamente com a menor taxa de clivagem e formagao de blastocisto observadas (Jeena et al., 2020;
Jeena et al., 2022).

Sabemos que as células do cumulus oophorus sao fundamentais para a promog¢ao adequada dos
processos de maturacio, ovulacio e fecundacio (Avila, 2017; Batistela ef al., 2023), ¢ que ao criar um
microambiente complexo de secrecdes e produtos metabolicos ao redor do odcito, favorece a selecao
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e capacitacdao espermatica (Kato et al., 2022; Keeble et al., 2021; Luongo et al., 2023) garantindo o
sucesso da fecundacdo. Nesse sentido esse estudo propoe a realizacao do processo de fecundagao in
vitro na presenca de biopsias de cumulus oophorus bovinos visando o fornecimento de condigdes de
cultivo mais adequadas a essa etapa da PIVE em bubalinos.

MATERIAIS E METODOS
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Neste experimento a fecundagdo in vitro foi realizada de acordo com os seguintes grupos
experimentais: FIV Controle (fecundagdo sem a presenca de bidpsias de cumulus oophorus bovinos
maturadas) e FIV Cumulus (fecundacdo na presenca presenca de bidpsias de cumulus oophorus
bovinos maturadas). Foram realizadas 10 repeti¢des totalizando 261 complexos culumus-odcitos
(CCOs), sendo 107 no grupo FIV Controle e 154 no grupo FIV Cumulus.

COLETA DOS OVARIOS E SELECAO DOS COMPLEXOS CUMULOS-OOCITOS
Este experimento, por ser realizado exclusivamente com material proveniente de abatedouro, ndo
necessitou de aprovagdo em comité de ética no uso de animais. Ovarios bovinos e bubalinos foram
obtidos em abatedouro frigorifico local. Foliculos ovarianos antrais bovinos e bubalinos de 2 a 8§ mm
foram puncionados utilizando-se agulhas 40 x 12 e seringas de 10 mL, sendo o fluido folicular obtido
depositado em tubos de 15 mL. O rastreamento dos CCOs foi realizado com auxilio de lupa
estereomicroscopica. Os CCOs com citoplasma homogéneo, sem vactiolos ou granulos escurecidos e
que apresentam células do cumulus oophorus compactas e refringentes (LEIBFRIED & FIRST, 1979)
foram selecionados e lavados em Meio 199 acrescido 10% de SFB e antibidticos.
Para obtencdo dos fragmentos de cumulus oophorus os CCOs bovinos selecionados foram
submetidos a processo de separacdo do odcito pela sec¢do manual com auxilio de um micro
hematocrito.

MATURACAO, FECUNDACAO E CULTIVO EMBRIONARIO IN VITRO

Os CCOs bubalinos e os ragmentos de cumulus oophorus bovino foram incubados em placas de
Petri com gotas de 100 uL (10 a 12 CCOs ou bidpsias por gota) sub 6leo mineral estéril, em meio de
MIV (Meio 199 suplementado com 10% de SFB, 0,5 pg/mL de FSH, 5 UI/mL de hCG, 22 pg/mL de
piruvato, 6 mg/mL de BSA e 50 pg/mL de gentamicina. Foram mantidos em estufa de cultivo com 5%
de CO2, 20% de Oz e 75% de N> sob atmosfera imida e temperatura de 38,5°C por um periodo de 22
horas.

Para a fecundacdo espermatozoides (2 x 10° sptz/mL) de um unico touro selecionados pelo
gradiente descontinuo de Percoll foram co-incubados com 20 CCOs na presenga ou auséncia das
biopsias de cumulus maturos. Esta incubagao ocorreu em gotas de 100 uL do meio de Tyrode's albumin
lactate pyruvate (TALP) segundo Parrish et al., 1988, sob as mesmas condi¢des ja descritas para a MIV.

Para dar suporte ao desenvolvimento embrionario foi utilizado um sistema de co-cultivo dos
embrides sobre monocamada células do cumulus oophorus que aderiram a placa durante a MIV. Para
1sso a placa pds MIV teve seu meio substituido por 100uL de Synthetic Oviductal Fluid segundo Holm
et al, 1999. Apods 28h de FIV os provaveis zigotos foram submetidos a sucessivas pipetagens para
remocao das células do cumulus oophprus e transferidos para as gotas de cultivo onde permaneceram
por 8 dias, sub as mesmas condic¢des de cultivo citadas para a MIV e FIV.

AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO E EXPRESSAO GENICA
O desenvolvimento embrionario foi avaliado com auxilio de esteromicroscéopio, de acordo com
as taxas de clivagem (dia 2) e formagao de blastocisto (dia 7) de acordo com os critérios estabelecidos
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pelo manual da sociedade internacional de transferéncia de embrides (Stringfellow & Seidel, 1999).

Para avaliagdo da exressao génica no sétimo dia de cultivo os blastocistos eclodidos dos grupos
experimentais foram armazenados em 10 pL de RNA later® e armazenados em freezer a -20°C. A
amplificacdo dos genes foi realizada usando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(qrt-PCR) com a assisténcia do software StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems) e o kit
comercial SYBR Green® PCR Master Mix (Applied Biosystems). Foram obtidas trés réplicas bioldgicas
para cada grupo, com as amostras sendo amplificadas individualmente em triplicatas. A andlise de
expressao génica foi realizada usando o método de calculo AACt.

Foram avaliados qualitativamente em relacdo a expressao de genes importantes para o
desenvolvimento embrionério: Octamero 4 (OCT4), Regulador apoptdtico BAX (BAX), Superoxido
desmutase 2 (SOD2), Fator de transcricdo A mitocondrial e o Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) e Beta actina (ACTB) que foram utilizados como controles enddgeno.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram realizadas 10 repeti¢des totalizando 261 complexos cumulus odcitos (CCOs) bubalinos
distribuidos entre os Grupos FIV Controle (107) e FIV Cumulus (154). Houve diferenca nas taxas de
clivagem entre os Grupos FIV Controle (65,14+ 9,71) e FIV Cumulus (74,07 + 13,65). J4 em relagdo a
taxa de formacao de blastocisto ndo houve diferenga entre os Grupos FIV Controle (32,71 + 14,38) ¢
FIV Cumulus (38,03 £ 12,05) como descrito na Tabela 1.

Tabela 1: Taxas de clivagem (dia 2) e formagdo de blastocisto (dia7) bubalino apos
fecundagdo na presenga de biopsias de cumulus oophorus maturos (médiatdesvio

padrdo).
n % Clivagem % Blastocisto
FIV Controle 107 65,14+9,71° 32,71+14,38*
FIV Cumulus 154 74,07+13,65? 38,03+12,05°

a,b Sobrescritos diferentes na mesma coluna indicam diferencga estatistica (p<0,05).

Em relagdo a avaliagdo da expressdo géncias, os equipamentos estdo em mantencao e as amostras
serdo processadas em outro laboratdrio, entretanto ainda estdo sendo realizados alguns ajustes o que
impossibilitou sua avaliagdo até o momento. Acredito que as avaliagdes e analises serdo sanadas em
duas semanas. Tao logo seja possivel irei solicitar a troca deste arquivo para o com as avaliagdes
completas. Grata pela compreensao.

CONCLUSAO
As células do cumulus oophorus foram capazes de melhorar a taxa de fecundagdo in vitro em
bubalinos, no entanto nao influenciaram na formacao dos blastocisto.
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