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1. INTRODUCAO

A producao in vitro de embrides (PIVE) é uma biotécninca da reproducédo que
possui trés principais etapas: a maturacao in vitro (MIV) dos odcitos, a fertilizacao in
vitro (FIV) dos odcitos e o cultivo in vitro (CIV) dos zigotos formados. Apesar de a
PIVE vir sendo aperfeicoada ao longo dos anos, as taxas de producdo de
blastocistos em meios de cultivo simples permanecem baixas (CHEUQUEMAN et
al., 2015). Isso ocorre devido a varios fatores, dentre eles o fato de os meios de
cultivo que ndo conseguirem mimetizar por completo o ambiente folicular e
intrauterino, e a manipulagdo in vitro das estruturas. Dessa forma, o melhoramento
dos protocolos de PIVE através da suplementacdo com diferentes farmacos,
vitaminas e outras moléculas torna-se necessario para aumentar a eficiéncia dos
meios e permitir que 0s 00citos imaturos adquiram competéncia para a fertilizacéo e
consigam concluir a embriogénese com éxito (ABE; HOSHI, 2003;DUQUE et al.,
2002;HIDALGO et al., 2003;TAHAEI et al., 2011).

O o6cito em crescimento deriva a maioria dos seus substratos para
metabolismo energético e biossintese das células somaticas circundantes,
denominadas células do cumulus, enfatizando a importancia da intercomunicacao.
Tal comunicacdo ocorre por meio de uma rede extensiva de canais transmembrana
conhecidos como juncdes gap. As funcdes fisiologicas das juncbes gap no foliculo
sdo diversas, fornecendo suporte nutricional, transmitindo sinais elétricos e
transportando moléculas mensageiras das células foliculares ao o6cito(UYAR et al.,
2013).

A auséncia das células do cumulus é prejudicial para obtencdo de embrides
bovinos através da FIV, pois diminui a taxa de maturacdo e fertilizacdo oocitaria
além de prejudicar desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto. Ainda,
as células do cumulus atuam na atracdo, selecdo e capacitacdo espermatica, e
previnem o endurecimento precoce da zona pelucida, sendo, portanto, importantes
na fecundacdo (CAMPOS, 2011).

A expansdo do cumulus € outro aspecto crucial nos estagios finais do
desenvolvimento folicular. Os odcitos obtidos a partir de foliculos com expanséo do
cumulus prejudicada tém potencial limitado para implantacdo, apés serem
fecundados (VEECK, 1999). Como a qualidade das células do cumulus varia de
acordo com a classificacdo dos odcitos, as condicbes de cultivo in vitro podem
desempenhar um papel importante durante a maturacdo e o desenvolvimento
embrionério (OCHOTA et al., 2016).Ja foi relatado que odcitos de qualidade mais
baixa podem aumentar as taxas de maturacdo e produzir mais blastocistos de
melhor qualidade, quando cultivados com adi¢do dos antioxidantes SOD e taurina
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(OCHOTA et al., 2016). Sabe-se que maturacao inadequada do odcito, seja ela
nuclear ou citoplasmatica inviabiliza a fecundagdo e aumenta a ocorréncia de
polispermia, partenogénese e bloqueio do desenvolvimento embrionario (XU;
BRACKET, 1988). Nesse sentido, com o intuito de aprimorar o meio utilizado
durante a MIV, a suplementagcdo de resveratrol (3,4,5-tri-hidroxi-trans-stilbene) se
mostra interessante, uma vez que esta molécula é conhecida por ser um potente
antioxidante que atua mantendo os niveis de enzimas antioxidantes como glutationa
peroxidase (GPx), superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) e melhorando a
distribuicdo e funcdo das mitocondrias que séo fundamentais para a maturagao dos
odcitos (SILVA et al., 2015).

Visto isso, nosso objetivo foi avaliar o efeito do antioxidante resveratrol na
concentracdo de 1 pM, sob a expansdo das células do cumulus em odcitos de
gualidade A e B.

2. METODOLOGIA

Ovérios bovinos foram obtidos de abatedouro local, e aspirados os
foliculos com tamanho entre 2 a 8 milimetros de diametro com auxilio de uma agulha
acoplada a uma bomba de succédo a vacuo. Em lupa estereomicroscopica, 0s
complexos cumulus-odcitos (CCOs) grau A e B foram selecionados para o estudo.
As categorias de classificagdo dos CCOs foram definidas segundo COSTA (1994):
Grau | (A), CCOs compactos com mais de trés camadas de células do cumulus e
o0cito com citoplasma homogéneo; Grau Il (B), CCOs compactos com trés ou
menos camadas de células do cumulus e oocitos com citoplasma ligeiramente
heterogéneo. Grupos de 15 a 20 CCOs foram transferidos para gotas de 100 uL de
meio de maturacéo in vitro (In Vitro Brasil, Campinas, Brasil) e mantidos em estufa a
38,5 °C, com 5% de COg, por 24 horas. O meio de maturacgéo foi suplementado com
resveratrol, na concentracédo de 1uM. Os CCOs foram distribuidos igualmente entre
0s grupos: RA (resveratrol em odcitos grau A), RB (resveratrol em odcitos grau B),
CA (controle em odcitos grau A) e CB (controle em odcitos grau B).

Conforme descrito por MAREI et al. (2010), o grau de expansao do cumulus foi
avaliado subjetivamente sob uma lupa estereomicroscoépica apés 24h de maturacao
como ndo expandido (camada de células compactadas), parcialmente expandido (a
camada externa das células foi afrouxada) ou totalmente expandido (todas as
células cumulus foram afrouxadas).

Para analise estatistica, os resultados foram comparados utilizando teste do
gui-quadrado com auxilio do software SPSS. Os resultados foram descritos com o0s
valores médios para cada grupo de dados + SEM (erro padrdo da média), onde o
grau de significancia estatistica em todas as analises foi definido em nivel de
probabilidade de P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou que ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos testados sobre a expansao de células do cumulus. Dessa forma o resveratrol
nesta concentracdo nao traz beneficios para este parametro avaliado, seja em
o0citos grau A ou B (Tabela ). Entretanto outras concentracdes e outros
parametros, como maturacdo in vitro, producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e glutationa (GSH), criotolerancia, fertilizacdo e taxa de producdo de
blastocisto podem ser investigados.

Ja foi relatado na literatura, por KORDOWITZKI et al. (2015), que a
suplementacdo de 1 pM resveratrol durante MIV e FIV parece melhorar a
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competéncia de desenvolvimento de odcitos, os quais, quando cultivados em meio
de maturacdo suplementado com tal concentragdo mostraram desprendimento
distinto de células cumulus.

Em maiores concentracdes, o resveratrol também demonstrou protecdo na
maturacdo in vitro de odcitos porcinos pos estresse térmico (LI, 2016), induziu
secrecdo de progesterona e apresentou efeito antioxidante, provavelmente de
maneira dependente da sirtuin-1(WANG, 2014), bem como induziu a sintese
mitocondrial e autofagia em odcitos derivados de foliculos pré-antrais de vacas
envelhecidas (SUGIYAMA, 2015).

Tabela 1. Analise de expanséo de células do cumulus apds a MIV. A tabela
apresenta o numero de estruturas encontradas e a porcentagem em relagdo ao
namero total do grupo.

Grupos Sem Parcialmente Totalmente
expansado(%) expandido(%) expandido(%)

Controle A 5(7,57) 34 (51,51) 27 (40,90)

Resveratrol A 8(11,26) 44 (61,97) 19 (26,76)

Controle B 9(13,84) 32 (49,23) 24 (36,92)

Resveratrol B 6 (8,21) 39 (53,42) 28 (38,35)

4. CONCLUSOES
A suplementacao de resveratrol em meio de maturacao de odcitos in vitro nédo
demonstrou influéncia na expansdo das células do cumulus, mas pode vir a influir
em demais fatores. Com isso espera-se que estudos futuros possam ser realizados
para avaliar tal potencial.
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