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Resumo

Na atualidade, duas principais biotecnologias de reproduc¢éo sdo empregadas na producdo de embribes
bovinos: a producéo in vivo através da superovulagédo (SOV-TE) e a produc¢do in vitro, PIVE. Ambas
abrangem vantagens e desvantagens especificas. A SOV-TE se destaca ao viabilizar embrides de alta
qualidade, porém, demanda um periodo minimo de 40 dias entre os protocolos, dificultando sua
aplicacdo em larga escala. Enquanto a PIVE permite facilidade em producéo por grande escala, com
coletas semanais, mas, a qualidade embrionaria fica aquém da producao in vivo. Como terceira op¢ao
para a producdo de embrides in vivo surge a Transferéncia Intrafolicular de Odcitos Imaturos (TIFOI),
esta, permite toda sua execucao dentro da propria fazenda. O objetivo deste estudo € de avaliar se a
injec@o de células do cumulus com poucas camadas influencia positivamente na taxa de recuperacao
de estruturas apds TIFOI em fémeas da raca Girolando. Utilizou-se de 09 fémeas mesticas com injecao
de odcitos com poucas células do cumulus (3-4 camadas), resultando em 13% (21 estruturas) de taxa
de recuperacgdo. As taxas continuam volateis, mesmo com uso de poucas camadas do cumulus.

Palavras-chave: Complexo cumulus-oophorus (CCOs). Transferéncia Intrafolicular de Odbcitos
Imaturos. Recuperagao de Estruturas.
Area do Conhecimento: Ciéncias da Saude - Medicina Veterinaria.

Introducgéao

E sabido que para aumentar a produtividade do rebanho brasileiro é essencial que se tenha inser¢éo
de tecnologias nos sistemas produtivos, incluindo tecnologias de reproducdo assistida, tanto para
sistemas de producédo de corte como de leite.

Dentre as biotecnologias da reproducdo temos a inseminacéo artificial (1A), a inseminacéo artificial
em tempo fixo (IATF), a producéo in vivo de embrides bovinos com superestimulacdo ovariana (SOV-
TE) e a producao in vitro de embrides (PIVE) associada a aspiracéo folicular guiada por ultrassonografia
(OPU). Todas elas estdo disponiveis comercialmente para otimizar o melhoramento genético do
rebanho e consequentemente aumentar a produtividade (BARUSELLI et al., 2007).

No Brasil, estas tecnologias sédo utilizadas por quase todo o territério nacional, sendo que em 2019
um total aproximado de 304.269 embrides (VIANA, 2021). Destes, 285.552 (93,8%) embribes foram
produzidos in vitro e 18.717 (6,2%) in vivo. Isto comprova o grande potencial que o pais possui para o
uso das biotecnologias da reproducdo e a demanda pela multiplicacdo mais rapida e eficiente de
animais com um potencial genético (SPRICIGO e DODE, 2016).

Segundo Spricigo e Dode (2016), apesar de a SOV-TE produzir embrides de excelente qualidade,
o intervalo de 40 dias necessério entre os protocolos é um limitador da eficiéncia desta técnica. Outro
fator limitante da SOV-TE é o desgaste da doadora de genética devido aos protocolos com uso de
hormdnio foliculo estimulante (FSH), resultando em alterac6es dos padrdes fisiol6gicos da dindmica
folicular. Entretanto, esta tecnologia apresenta menor custo, menor estrutura laboratorial e menos méao
de obra. Enquanto isso, na PIVE a doadora pode ser aspirada semanalmente para a coleta de
complexos cumulus odcito (CCO) sem prejuizos aos padrdes fisiologicos da dinamica folicular. No
entanto, a PIVE demanda uma complexa infraestrutura de laboratério para a producdo do embriéo,
sendo necessarias instalagfes, equipamentos, meios de cultivo e mdo de obra especializada. Além
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disto, os embrides produzidos apresentam qualidade inferior quando comparados aos produzidos in
vivo.

Pensando nestas vantagens e desvantagens Spricigo et al. (2016) descreveram uma nova
biotecnologia da reproducao assistida, que une as vantagens da SOV-TE e da PIVE, a qual denomina-
se Transferéncia Intrafolicular de Odcitos Imaturos (TIFOI). A TIFOI permite a producao in vivo de
embribes, sem necessidade de utilizar protocolos hormonais a base de FSH na doadora e obter
embrides de melhor qualidade, quando comparada a PIVE. Além disto, elimina alguns fatores limitantes
da PIVE, como, a necessidade de uma estrutura de laboratério para produ¢do de embrido ou grandes
distancias de transportes dos CCOs e embrido entre a fazenda e o laborat6rio.

A produc¢do de embrifes bovinos apds injecdo de odcitos em um foliculo pré ovulatério, seguida por

inseminacdo artificial foi primeiramente relatada por Bergfelt et al. (1998).
Desta forma, apesar de a técnica ter sido desenvolvida na década de 90, as primeiras gestacdes em
bovinos, que resultaram em nascimento, s6 ocorreram em 2015 (KASSENS et al., 2015). Todavia,
esses autores utilizaram odcitos obtidos de ovérios de abatedouro, com os CCOS submetidos a
maturacdo in vitro, previamente a injecao intrafolicular.

Assim sendo, o nascimento dos primeiros bezerros produtos da TIFOI, com todo o processo
realizado in vivo, dispensando totalmente a utilizacéo de equipamentos e meios laboratoriais de PIVE
foi descrita por Spricigo et al. (2016). A técnica foi registrada no INPI sob a marca TIFOI (No. processo
911925597).

Desta forma, objetivou-se com este estudo avaliar se a injecéo intrafolicular utilizando CCOs com
menor quantidade de células do cumulus pode influenciar na taxa de recuperacéo de estruturas apés
a TIFOI.

Metodologia

Todos os procedimentos realizados com os animais foram aprovados pelo comité de ética de uso
animal (CEUA) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) — “Transferéncia Intrafolicular de
Odcitos Imaturos (TIFOI): otimizacéo e validagdo da técnica em gado de leite” registrada sob o N.°
010/2020. O experimento foi realizado na Area Experimental da UFES, com suporte laboratorial do
Laboratério de Reproducéo Animal, situado no Hospital Veterinario, CCAE-UFES, campus de Alegre.

Foram selecionadas 09 vacas mesticas Girolando, néo lactantes, com escore de condi¢&o corporal
que variava de 3,5 a 4,5 sob escala 1-5, e peso vivo de 445 + 97 kgs. Os animais eram mantidos em
piguetes com capim Brachiaria decumbens, em sistema semi-intensivo, com suplementacéo de ragédo
proteinada e silagem de milho, com sal mineral e agua ad libitum.

Os odcitos foram obtidos a partir de Ovarios de fémeas bovinas coletados em abatedouro ABAV-
Abatedouro Atilio Vivacqua Ltda. — ES, CNPJ 02.838.996/0001-34. Os ovarios foram coletados e
transportados ao laboratério a 37°C, imersos em solucdo salina (0,9% NaCl). Foram aspirados os
foliculos que apresentavam tamanho de 3 a 8 mm, com uso de seringa de 10 mL e agulha 18G. A partir
disso, eram depositados em tubos conicos de 15 mL. Entédo, os complexos cumulus odcitos (CCOs)
foram rastreados e classificados de 1-4 de acordo com sua morfologia citoplasmatica e nimero de
camadas de células do cumulus.

Para obter-se um foliculo pré-ovulatério com diametro = 10 mm as fémeas bovinas foram submetidas
a um protocolo de sincronizacdo de estro. Este, teve inicio com a insercao do dispositivo intravaginal
de progesterona (P4; Sincrogest 1g, Ourofino, Cravinhos — SP) associado a inje¢do (i.m.) de 2 mg de
Benzoato de Estradiol (BE; Sincrodiol, Ourofino, Cravinhos — SP). ApOs 8 dias fez-se a remocao do
implante de P4, seguido da aplicacdo de 2 mL (i.m.) de Prostaglandina F2a (PgF2a; 0,5 mg de
Cloprostenol Sddico, Ourofino, Cravinhos — SP). A indug&o da ovulacgéo foi realizada com o uso de 1
mg de BE no dia 9 (D9). No dia 10 as vacas foram avaliadas com ultrassom de 7,5 MHz (Mindray DP
2200, Shenzen, China).

Quanto a injecao intrafolicular de odcitos imaturos (TIFOI) foi utilizado neste grupo apenas 06citos
gue apresentavam menores quantidades de células do cumulus, ou seja, CCOs grau 2. O procedimento
de TIFOI foi realizado de acordo como descrito por Spricigo et al. (2016), com modificagfes.

Os animais foram alocados em bretes individuais, conseguintemente foram higienizados e
anestesiados a partir de epidural baixa, utilizando aproximadamente 3 mL de Lidocaina.
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A TIFOI foi realizada com um transdutor micro-convexo, acoplado a uma guia transvaginal (WTA,
Brasil). A guia continha um mandril montado em um sistema fechado, possuindo em uma extremidade
uma seringa de insulina, e na extremidade oposta, uma agulha 27G.

Os CCOs foram alocados por meio de presséo negativa dentro da agulha de inje¢cdo em 60 puL meio
TCM 199 acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino (SFB). A guia foi posicionada no férnix vaginal,
ipsilateral ao ovario contendo o foliculo dominante. A agulha perfura entéo o fornix e a parede do foliculo
dominante, injetando entao, o volume da agulha que continha os CCOs.

Sete dias ap6s TIFOI as fémeas ovuladoras foram submetidas a lavagem uterina para colheita dos
embrides. Foi realizada anestesia epidural com uso de lidocaina e posteriormente higienizacdo da
regido perineal. A técnica de colheita realizada foi ndo cirirgica, através da lavagem uterina com 1 litro
de Dulbecco Buffered Saline (DPBS) por animal, utilizando Sonda de Foley (No. 18, Rusch, EUA),
acoplada a um Sistema em "Y". O lavado foi recolhido em filtro 75 ym (WTA, Brasil) e transportado ao
laboratério, onde as estruturas foram rastreadas e avaliadas. Apds o final da lavagem uterina, foi
realizada a aplicacdo de 2 mL de Prostaglandina, para promover a lutedlise dos CLs ds vacas
ovuladoras.

Resultados
Dos 9 protocolos de sincronizacdo da ovulacao realizados nos 9 animais, foi comprovada a ovulacao

de 8 animais (88,8%), sendo que, 0 animal em que ndo apresentou ovulacéo foi removido do estudo.
Os demais dados descritivos sdo encontrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Diametro médio do FD, taxa de ovulagdo, nimero de CCOs injetados e taxas de recuperacao de
estruturas apos TIFOI realizada utilizando poucas células do cumulus.

Média de Animais com Animais com Total de Média de Estruturas Taxa de
Grupo Didmetro Média de Owlacéo Recuperacio Recuperacio -1 CCO's CCO's Recuperadas Recuperacéo de
FD - D10 perag perag Injetados Inietados P Estruturas
mm % n (%) n (%) n n n %
Poucas CCs 14,63+1,38 88,8 (8/9) 5 (62,5) 3(37,5) 162 20,25+0,34 21 13%

Fonte: os autores.

As informacBes descritivas da classificacdo das estruturas recuperadas, sdo representados na

Tabela 2.
Tabela 2 - Estruturas totais recuperadas e a classificacdo das estruturas.
Classificagéo das Estruturas
Estruturas . L x
Grupo Coletadas ZP NF Clivados Degenerados Embrido
n n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Poucas CCs 21 2 (9,5 12 (57,1) 7 (33,3) 5(23,8) 2 (9,5
Fonte: os autores.
Discusséo

TIFOI surge como uma alternativa para a producao in vivo de embrides bovinos. Entretanto, apesar
da eficacia ja comprovada, esta biotecnologia ainda apresenta baixa eficiéncia, com taxa de embrides
viaveis recuperados variando de 12 a 27% (KASSENS et al., 2015; SPRICIGO et al., 2016; VIEIRA,
2022) em relagao ao numero total de CCO’s injetados. Parte destes baixos resultados pode estar ligado
a problemas na captacgao pelas fimbrias do infundibulo do conjunto de CCQO’s injetados no foliculo pré
ovulatério no momento da TIFOI. Acredita-se que, semelhantemente a maturagéo in vitro (YOKQOO;
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SAKO, 2004), possa estar ocorrendo a formacao de um aglomerado dos varios CCOs injetados apos
sofrerem maturacao oocitaria com subsequente expanséo das células do cumulus, fazendo com que
ocorra essa adesao entre os CCOs. Com base nesta hipétese decidiu-se avaliar, neste estudo, se a
quantidade de células do cumulus (CCs) presente nos odécitos injetados poderia influenciar na taxa de
recuperacao apos TIFOI, tanto por uma possivel influencia na capacidade do foliculo ovulatério em
expulsar o aglomerado de oécitos, como também por uma possivel influéncia na capacidade das
fimbrias do infundibulo em captar os aglomerados de CCOs na sua totalidade.

O processo de captacdo do odcito ocorre mediante a expanséo das células do cumulus, quando
uma elevada quantia de glicosaminoglicanos (GAG’s) sao sintetizados e secretados, estas moléculas
interagem com alguns componentes especificos da matriz, formando uma rede de matrizes
viscoelasticas no espaco extracelular, facilitando o despendimento do CCO da parede folicular, o qual
€ capturado pelas fimbrias tubaricas (CHEN et al., 1993; HESS et al., 1999; TSAFRIRI, 1995). Na tuba
uterina, transportado pelo batimento ciliar e pela musculatura lisa, o CCO permanece ligado ao epitélio
por um periodo de tempo variavel (COY et al., 2012).

Um outro ponto que, acredita-se, que pode ser critico para o sucesso da TIFOI é a necessidade de
manipulacdo do ovério contendo o foliculo pré ovulatério, horas antes da ovulagdo. N&o se sabe o
guanto essa manipulacdo pode ou ndo comprometer o correto posicionamento das fimbrias do
infundibulo da tuba uterina em relag&o ao ovario. Caso essa manipulagdo possa causar mudanca nas
fimbrias que recobrem o ovario, a captacdo podera ser negativamente impactada e refletir em uma
menor taxa de recuperacao apés a TIFOI.

Quanto a baixa taxa de recuperacdo de estruturas, € relatada por diferentes trabalhos sendo
altamente variavel, de 2,6% (VIEIRA, 2022) a 17,3% (HOELKER et al., 2017). Além disso, observa-se
gue a quantidade de n&o fecundados e embrides degenerados foi de 12 estruturas (57,1%) e 5 (23,8%).
Isto, pode ser relacionado a falha na aquisicdo de competéncia dos odcitos durante a maturacdo e/ou
devido ao ambiente tubarico ser inadequado para que ocorram 0s processos de fecundacdo e
desenvolvimento embrionario inicial.

Resultados prévios obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, Ruas (2022), avaliando a recuperacao
de estruturas na tuba uterina apés TIFOI utilizando dois grupos injetando 5 e 50 CCOs, foi identificado
a presenca de CCOs no interior da cavidade luteal 2,5 dias ap0s a ovulacao. Isto demonstra que alguns
CCOs podem ficar retidos no interior do foliculo no momento da ovulagcdo em ambos os grupos
experimentais.

Como a retencdo de CCOs no interior do foliculo foi identificada tanto no grupo que recebeu 5 ou
50 CCOs, sugere que esta provavel retencdo ndo seja relacionada exclusivamente a quantidade de
CCOs injetados. Uma outra provavel hipétese é que tal fato pode estar ocorrendo devido a velocidade
de liberacdo do fluido folicular no momento da ovulagdo. O inicio da evacuacgéo folicular é definido
guando a area antral apresenta reducdo de 10% ou mais em um periodo de 1 segundo, enquanto a
completa evacuacédo é definida como a perda de area antral detectavel. Em estudo de Kot e Ginther
(1999) 4 de 7 novilhas Holandesas apresentaram rapida liberacéo do fluido folicular (58 a 89% em 4
segundos), enquanto outras 3 novilhas apresentaram liberacao lenta (17 a 35% em 4 segundos). Além
disto, o tempo de liberacao total do fluido folicular variou de 6 segundos a 14,5 minutos. Segundo os
autores, esta variagdo pode ocorrer quando ha uma liberagéo precoce do CCO no fluido liberado ou
por uma obstrugéo transitéria causada pelo CCO que estaria proximo ao local de ruptura da parede
folicular. Desta forma, acredita-se que a presenca de varios CCOs no interior do foliculo apos a TIFOI,
poderia aumentar a probabilidade desta obstrucdo ocorrer, dificultando a liberacédo total ou parcial dos
CCOs injetados.

Desta forma é possivel que a baixa taxa de recuperagdo encontrada em ambos os grupos seja
devido a retencéo de alguns CCOs no interior do foliculo, devido a probabilidade de uma lenta liberacéo
do fluido folicular, consequéncia de uma possivel obstrucdo causada pelo aglomerado de CCOs apds
TIFOI. Embora até o presente momento nédo haja estudos avaliando a velocidade de liberacdo do fluido
folicular em foliculos submetidos a TIFOI, é possivel que estes tenham uma liberacdo mais lenta que o
esperado. Dados observacionais de nosso grupo de pesquisa tém identificado que no momento da
TIFOI, alguns foliculos apresentam ligeira reducdo de seu volume. Com isso pode ocorrer uma
diminuicdo da presséo intrafolicular, levando a liberacdo de seu fluido de forma lenta no momento da
ovulacdo, comprometendo a liberagéo total dos CCOs injetados.
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Estudos prévios tém indicado que na técnica de TIFOI, os CCOs precisam permanecer no foliculo
da vaca ovuladora por 12 a 22h, para atingirem a completa maturacdo (SPRICIGO et al., 2016; SILVA
et al., 2018; FARIA et al., 2019; VIEIRA, 2022). Sabe-se que o fluido folicular € um fluido complexo
composto por lipideos, agua, eletrélitos, aminoacidos, xenobidticos, nucleotideos, carboidratos e
vitaminas, peptideos e substratos energéticos (HUNG et al., 2015; ALRABIRAH et al., 2023), além de
apresentarem vesiculas extracelulares (HUNG et al., 2015), micro RNA (GOSDEN et al., 1988), cell
free DNA (SCALICI et al., 2014; ICHIKAWA et al., 2019). Em um estudo de Alrabirah et al. (2023) foram
caracterizados aproximadamente 634 metabolitos no fluido folicular, de forma que 67 metabdlitos eram
influenciados diretamente pelo estagio de desenvolvimento folicular.

Acredita-se também, que a presenca de véarios CCOs no interior de um foliculo que,
fisiologicamente, abrigaria apenas 01 CCO, poderia provocar uma modificagdo dos componentes do
fluido folicular. Desta forma, apesar de estudos indicarem que o tempo de permanéncia dos CCOs no
interior do foliculo seja suficiente para promover a expansdo das CC e a maturacdo nuclear deste
odcito, por verificacdo de seu estagio em metéafase Il, € possivel que ndo ocorram outras alteracfes
importantes, especialmente ligadas a maturacgédo citoplasmatica ou molecular. Desta forma, o processo
de fecundacéo e principalmente do desenvolvimento embriondrio inicial, pode ser comprometida.

Conclusao

Os resultados sugerem que as recuperacfes de estruturas na TIFOI continuam variaveis mesmo
utilizando menores quantidades de camadas de células do cumulus, necessitando de novos estudos
para reavaliar a técnica.
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