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CULTIVO IN VITRO DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS BOVINOS ASSOCIADO A
NANOPARTICULAS E LEVITACAO MAGNETICA

RESUMO - Objetivou-se avaliar o desenvolvimento dos foliculos secundarios de
bovinos no cultivo in vifro em sistema 3D de nanoparticulas (ouro, 6xido de ferro e poli-L-
lisina) associadas a levitagdo magnética com trés concentra¢des (50, 100 e 200 uL/mL)
comparado ao cultivo in vifrro 2D (controle, cultivo tradicional em placa) durante 16 dias.
Foram coletados 60 ovarios bovinos e a microdissec¢do dos foliculos pré-antrais secundarios
200 um a 400 pm de diametro foi feita a partir dos fragmentos do cértex ovariano de forma
manual. Em seguida, os foliculos isolados foram transferidos de forma individual para
microtubos que continham meio de cultivo. Para os tratamentos de cultura em 3D, foram
adicionadas as nanoparticulas de acordo com as concentra¢des propostas. Apos 12 horas de
incubagdo, os foliculos foram transferidos para placas de 24 pogos com meio de cultivo e
permaneceram novamente na estufa por 16 dias. Ao final do cultivo, os ovoécitos foram
maturados in vitro por 22-24 horas. Um total de 213 foliculos pré-antrais foram selecionados
para o cultivo in vitro e distribuidos aleatoriamente nos tratamentos. O tratamento 200 uL/mL
apresentou reducdo (P < 0,05) na viabilidade folicular apenas a partir do D12 e ao final do
cultivo (D16), a maior proporg¢@o de foliculos viaveis (P < 0,05) foi observada neste grupo. Os
tratamentos com as maiores concentragdes de nanoparticulas apresentaram as menores taxas
de extrusdo ovocitaria e maior propor¢do de formagdo de antro. Além disso, dentro da
categoria de crescimento lento, uma porcentagem de superior foliculos (P < 0,05) foi
observada no grupo 200 uL/mL. Os foliculos do grupo controle apresentaram 6 vezes mais
chances (P < 0,05) de degeneragdo e/ou extrusio folicular quando comparado ao 200 pL/mL.
Adicionalmente, a taxa de viabilidade ovocitaria na maturag@o in vitro foi superior (P < 0,05)
no tratamento de 200 pL/mL apenas os ovdcitos desenvolvidos no cultivo 3D alcangaram a
fase de MI apos a retomada da meiose. Finalmente, concluiu-se que o sistema de cultivo

tridimensional com nanoparticulas associadas a levitagdo magnética propiciou o
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desenvolvimento in vitro dos foliculos secundarios bovinos e a concentragdo de 200 pL/mL
obteve a maior propor¢do de foliculos viaveis com a melhores taxas de formagdo e

manutencio do antro.

Palavras-Chave: Foliculos pré-antrais. Cultivo tridimensional. Nanoparticulas. Levitagio

magnética.
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IN VITRO CULTURE OF BOVINE PREANTRAL FOLLICLES ASSOCIATED
WITH NANOPARTICLES AND MAGNETIC LEVITATION

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the development of secondary
follicles in the in vitro culture on a three-dimensional system of nanoparticles (gold, iron
oxide and poly-L-lysine) associated with magnetic levitation at three concentrations (50, 100
and 200 uL/mL) compared to 2D in vitro culture (control, traditional) for 16 days. Sixty
bovine ovaries were collected and the micro dissection of the secondary preantral follicles
(200 um to 400 um in diameter) was done manually from the fragments of the ovarian cortex.
Thereafter, the isolated follicles were individually transferred to micro tubes containing
culture medium. For 3D treatments, the nanoparticles were added according to the proposed
concentrations. After 12 hours of incubation, the follicles were transferred to 24-well plates
with culture medium and cultured for 16 days. At the end of the culture, the oocytes were in
vitro matured for 22-24 hours. A total of 213 preantral follicles were selected for in vitro
culture and randomly assigned to the treatments. The 200 uL/mL treatment showed a
reduction (P < 0.05) in follicular viability only from D12 and at the end of the culture (D16),
the highest proportion of viable follicles (P < 0.05) was observed in this group. The
treatments with the highest concentrations of nanoparticles had the lowest rates of oocyte
extrusion and higher proportion of antrum formation. In addition, within the slow-growing
category, a superior percentage of follicles (P < 0.05) was observed in the 200 puL/mL group.
The follicles of the control group were 6 times more likely (P < 0.05) of follicular
degeneration and/or extrusion when compared to 200 uL/mL group. Additionally, the oocyte
viability rate in in vitro maturation was higher (P < 0.05) in the treatment of 200 pL/mL.
Furthermore, only the oocytes developed in the 3D culture reached the MI phase after the
resumption of meiosis. Finally, it was concluded that the three-dimensional culture system

with nanoparticles associated with magnetic levitation promoted the in vitro development of
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bovine secondary follicles and the concentration of 200 pL/mL obtained the highest

proportion of viable follicles with the best rates of antrum formation and maintenance.

Keywords: Nanoparticles. Magnetic levitation. Preantral follicles. Three-dimensional culture.
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1 INTRODUCAO

O cultivo in vitro de foliculos pré-antrais possibilita realizar estudos fundamentados na
foliculogénese inicial e nos fatores que influenciam o desenvolvimento folicular. Além disso,
esta técnica tem sido proposta como uma estratégia para restaurar ou preservar a fungdo
reprodutiva de mulheres que enfrentam a infertilidade proviente de diversas causas entre as
quais, se destaca os tratamentos quimioterapicos (CONCEPTS, JERUSS; WOODRUFF,
2009). Porém, os sistemas contemporaneos de cultivo folicular ainda ndo mimetizam
perfeitamente o ambiente intra ovariano (CHOI et al., 2014) e por isso ainda s3o necessarios
testes com novos procedimentos e substidncias estimulatorias ao desenvolvimento e
integridade dos foliculos pré-antrais.

A pesquisa e o aprimoramento do cultivo folicular in vitro apresentam barreiras éticas
e disponibilidade limitada que dificultam o uso do tecido ovariano humano (FRANSOLET et
al., 2014). Assim, estudos translacionais com modelos animais tém sido realizados em
diversas espécies (ALVES et al., 2016; FRANSOLET et al., 2014; TELFER; ZELINSKI,
2013). A espécie bovina é apontada (ARAUJO et al., 2014a; BAERWALD, 2009) como
modelo experimental comparativo destes estudos com dupla aptiddo, por favorecer o avango
genético e conservacdo desta espécie e fornecer informagdes importantes a serem aplicadas na
clinica reprodutiva humana. Além do mais, estes ovarios tém razoavel disponibilidade em
frigorificos e sdo bons modelos de estudos para compreensdo do desenvolvimento folicular.

Foliculos pré-antrais bovinos ja foram cultivados em sistema convencional (2D,
ARAUIJO et al., 2014a) ou encapsulados em matrizes (3D, ARAUJO et al., 2014b). No
cultivo convencional desenvolvido em placas, as células foliculares aderem a superficie da
placa causando uma difusdo da morfologia folicular que ndo corresponde a fisiologica (CHOI

et al., 2013). Por outro lado, o cultivo no sistema tridimensional pode preservar a arquitetura
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original do foliculo recriando um ambiente similar & matriz extracelular do ovério durante o
cultivo in vitro (TELFER; MCLAUGHLIN, 2012).

Desta forma, novas técnicas tém sido desenvolvidas a fim de aprimorar os resultados
do cultivo folicular no sistema 3D utilizando sistema de gotas suspensas (ROWGHANTI et al.,
2004) ou matrizes de hidrogel (SILVA et al.,, 2015b). Um novo sistema de cultivo
tridimensional que utiliza levitagdo magnética com o auxilio de nanoparticulas formadas de
ouro, oxido de ferro e poli-L-lisina vem sendo utilizado com diferentes tipos celulares
(HAISLER et al., 2013). Os resultados mostraram que o sistema possibilitou a interagdo
célula-célula, a sintese da matriz extracelular e a manuten¢do da viabilidade celular
(DAQUINAG; SOUZA; KOLONIN, 2013; HOGAN; SOUZA; BIRLA, 2016; LIN et al.,
2016; SOUZA et al., 2010). Diante do exposto acredita-se que o uso do sistema 3D por
levitagdo magnética com nanoparticulas influenciaria positivamente no desenvolvimento in
vitro de foliculos pré-antrais secundarios com a preservacdo da estrutura folicular original e
crescimento controlado da mesma.

Portanto, objetivou-se avaliar o desenvolvimento dos foliculos pré-antrais secundarios
isolados de ovarios bovinos no cultivo in vitro em sistema 3D de nanoparticulas associadas a

levitagdo magnética comparando ao cultivo in vifro em 2D durante 16 dias.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OVOGENESE E FOLICULOGENESE

A ovogénese € o processo de formagdo e desenvolvimento dos ovocitos nos animais a
partir das células germinativas primordiais (CGP) até a formagdo do ovocito haploide
fecundado (RUSSE, 1983). Inicia-se durante o desenvolvimento embrionario com a migragio
das células germinativas primordiais (CGP) do saco vitelinico para a crista gonadal e apos
sucessivas mitoses, ddo origem as ovogonias. Em seguida, as ovogonias realizam a primeira
divisdo meiotica e originam 0s ovocitos primarios. Este processo € interrompido no estagio de
dipléteno na préfase I, permanecendo nesta etapa até a puberdade do animal (FIGUEIREDO
et al., 1998; HAFEZ; HAFEZ; BARNABE, 2004). Concomitante a este processo, ocorre o
inicio da foliculogénese que compreende a diferenciagdo e migragdo das células da granulosa
para o contorno do ovoécito, formando o pool de foliculos primordiais. Nos bovinos este
processo ocorre por volta dos 130 dias de gestacdo (FIGUEIREDO et al., 2007).

O foliculo ¢ a unidade morfofuncional do ovario, sendo constituido do ovocito
circundado pelas células da teca e da granulosa (GONSALVES; FIGUEIREDO, FREITAS,
2002). Possui duas fungdes: a esteroidogénese (producdo e liberagdo de esteroides e alguns
peptideos) e a gametogénese (promove um ambiente que mantem a viabilidade, crescimento e
liberagdo de um ovdceito maturo no processo de ovulagdo) (FIGUEIREDO et al., 2007).
Durante a foliculogénese, os foliculos formados ainda na vida fetal, podem se desenvolver de
pré-antrais (primordial, transi¢do, primario e secundario) para antrais (terciario e pré-
ovulatorio). Em geral, eles se diferenciam entre si pelo numero de camadas de células da
granulosa (FIGUEIREDO et al., 2007). Hennet ¢ Combelles (2012) afirmam que o foliculo ¢
um microambiente para o ovdcito, resultando em uma co-dependéncia, mas pouco se sabe

sobre as influéncias dos seus componentes na ovogénese. Sabe-se que a foliculogénese ¢ um
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processo altamente regulado pelas sinalizagdes autdcrina, paracrina e endocrina (GREEN;
SHIKANOYV, 2016). Entretanto, ainda ndo estdo esclarecidos os fatores e mecanismos que
participam da escolha dos foliculos ativados, bem como o que influencia os processos de
crescimento, desenvolvimento e diferenciacio (ARAUJO et al., 2014b; FIGUEIREDO et al.,
2007). Ao atingir a puberdade, o processo fisiologico de formagdo, crescimento e maturagdo
folicular € retomado.

A grande maioria (95%) dos foliculos presentes nos ovarios se encontra no estagio de
primordiais, pois as c€lulas da pré-granulosa param de se multiplicar e permanecem em
repouso até que haja um estimulo para que voltem a crescer (FIGUEIREDO et al., 2007).
Com o mecanismo irreversivel da ativagdo folicular, as células da granulosa se tornam
cubdides e a proliferacdo celular é retomada, evoluindo para foliculos de transicdo (uma
camada de células da granulosa pavimentosas e cubdides) e primarios (uma camada de 11-40
células da granulosa cubdides ao redor do ovoécito primario). Portanto, alguns foliculos
primordiais deixam o pool quiescente e continuam o seu desenvolvimento (ARAUJO et al.,
2014b; FIGUEIREDO; SILVA; RODRIGUES, 1999). Aos 210 dias de gestacdo, encontram-
se os foliculos secundarios com duas ou mais camadas de células da granulosa
(FIGUEIREDO et al., 2007). Além disso, ha a formagdo da zona pelucida (ZP), granulos
corticais dentro do citoplasma do ovocito, inicio da formagdo das células da teca e sintese de
mRNA no ovécito (ARAUJO et al., 2014b).

Por volta dos 230-250 dias de gestac@o, alguns foliculos passam a ser chamados de
terciarios devido a presenca de varias camadas de células da granulosa e da teca e por possuir
uma cavidade antral com fluido folicular. Entretanto, os ovécitos presentes nesses foliculos
ainda se encontram com o nucleo na préfase I (FIGUEIREDO et al., 2007). Em bovinos, o
desenvolvimento de foliculos antrais ocorre em 2 fases. Na primeira, ha a formag¢do do antro

com diametro médio de 300 um. Na segunda fase, acontece o recrutamento de foliculos com
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didmetro entre 2 a 3 mm, o crescimento, a sele¢do, a dominancia de apenas um foliculo (pré-
ovulatério) e entdo a ovulagdo. Os foliculos restantes (99,9%) sofrem atresia ou entram em
apoptose (HENNET; COMBELLES, 2012). O foliculo antral, possui em seu antro o fluido
folicular que ¢ derivado tanto da corrente sanguinea como também dos componentes
secretados pelas células da granulosa, sendo seus constituintes os esterdides e as
glicoproteinas (GREEN; SHIKANOYV, 2016). O foliculo também ¢ formado pelo ovocito
circundado pelas células do cumulus (células da granulosa especializada), formando o
complexo-cumulus-ovocito (COC), pelas células da granulosa murais que circundam a parte
interior do foliculo e pela l1dmina basal que separa as células da granulosa das células da teca
(HENNET; COMBELLES, 2012).

As células da teca s@o divididas em externa e interna. A externa € fibrosa, enquanto a
interna € mais vascularizada. A interna constitui-se de 3 a 5 camadas de células enddcrinas
alongadas e secretoras de esterdides. Portanto, a principal fungdo das células da teca é a
secre¢do de esterdides, porém, elas ndo conseguem sintetizar estrogénios a partir dos seus
androgenos (MAGOFFIN, 2005). Assim, antes da ovulagio as células da granulosa
desenvolvem a capacidade de converter os derivados dos andrégenos da teca em estrogénios.
Essa relagdo entre as células da teca e da granulosa tem como resultado a producdo de
estradiol (HATZIRODOS et al., 2015). As células da teca expressam receptores para LH
(hormonio luteinizante) e a ligacdo hormdnio/receptor estimula a sintese de substratos
androgénicos. Ja as células da granulosa expressam receptores de FSH (horménio foliculo
estimulante) que desempenha um papel importante no desenvolvimento folicular e na
regulacdo da esteroidogénese no ovario. Os hormonios FSH e LH sdo produzidos na hipofise
e chegam aos foliculos por meio dos vasos sanguineos (YOUNG; MCNEILLY, 2010).

A partir do momento em que o foliculo se torna responsivo ao LH e FSH e,

juntamente com o pico pré-ovulatorio de LH durante a puberdade, o ovocito retoma a meiose
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rompendo a vesicula germinativa e liberando o primeiro corpusculo polar. Assim, o ovécito
secundario ¢ formado, porém, o nucleo para na segunda divisdo meidtica (metafase 1) até que
ocorra a fecundagdo. Apos a fecundagdo pelo espermatozoide, o ovocito retoma a meiose e
libera o segundo corpusculo polar, finalizando a ovogénese com o desenvolvimento do zigoto

(MARTINS et al., 2008).

2.2 MOIFOPA

A manipulacdo de ovocitos inclusos em foliculos pré-antrais (MOIFOPA) ¢ uma
biotécnica da reproducdo também conhecida como “ovario artificial”. Tem intuito de evitar a
perda dos foliculos que ocorre naturalmente in vivo, sendo possivel resgatar os foliculos pré-
antrais dos ovarios antes da atresia e os conservar de forma isolada ou inclusos em tecido
ovariano por curto (resfriamento) ou longo periodo (criopreservacdo) e, posteriormente,
cultiva-los in vitro para se obter a maturagio dos ovocitos (ARAUJO et al., 2014b). Ha a
possibilidade também de fazer o transplante do tecido ovariano criopreservado visando a
preservagdo da fertilidade de mulheres que s3o submetidas a tratamentos com
quimio/radioterapicos (ARAUJO et al., 2014b). Além disso, é uma das principais biotécnicas
que permitem compreender a foliculogénese inicial, pelo fato de permitir acompanhar o

desenvolvimento folicular desde a fase de pré-antral (APOLLONI et al., 2016).

2.3 SISTEMAS DE CULTIVO IN VITRO DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS

Existem duas formas de cultivar os foliculos pré-antrais: o cultivo in situ e o foliculo
isolado. No cultivo in situ os foliculos se encontram nos fragmentos do cortex ovariano ou até
mesmo no ovario inteiro. Esta ¢ a forma mais utilizada quando os objetivos sio a
criopreservacdo e/ou manter a integridade tridimensional dos foliculos mais proxima do in

vivo, permitindo assim a interagdo deles com as células do estroma (FIGUEIREDO et al,,
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2008). Ja no cultivo de foliculos na forma isolada, os foliculos pré-antrais passam pelo
processo de microdisseccdo do tecido ovariano e podem ser cultivados no sistema
bidimensional (2D) ou tridimensional (3D) (FIGUEIREDO et al., 2008). Os meios bases de
cultura mais utilizados para bovino sio o a-MEM, TCM-199, e McCoy (ARAUJO et al.,
2014b). Entretanto, ao comparar os trés meios, verificou-se que o TCM-199 foi o que
manteve uma taxa maior de foliculos viaveis ao final do cultivo (ROSSETTO et al., 2013a).
Os meios bases sdo suplementado com piruvato, glutamina, hipoxantina e acido ascorbico.
Adicionalmente hd adicdo de hormdnios (ativina, hormodnio foliculo-estimulante (FSH),
horménio do crescimento (GH) e insulina) e fatores de crescimento (fatores de crescimento
semelhantes aos de insulina (IGFs), fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs), fatores de
crescimento endotelial vascular (VEGFs), proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs) e fatores
de crescimento e diferencia¢do (GDFs). O ambiente de cultura mais utilizado apresenta 5% de
CO; ou 20% de O, (FAUSTINO; ROSSETTO, FIGUEIREDO, 2010), umidade saturada e
temperatura em 38°C (CUNHA et al., 2010). Existem diversos protocolos e os resultados s@o
divergentes com relagio ao cultivo in vitro ideal para foliculos pré-antrais bovinos (ARAUJO
et al,, 2014b). Portanto, ha a necessidade de mais estudos para estabelecer as melhores

condigdes para o cultivo.

2.4 SISTEMA DE CULTIVO 2D

Quando o foliculo isolado ¢ cultivado diretamente sobre a superficie plastica da placa
de cultura, sobre uma matriz extracelular plana ou ainda sobre células somaticas, o sistema ¢
chamado de 2D (ARAUIJO et al., 2014a; FIGUEIREDO et al., 2008). Esse tipo de sistema de
cultivo pode ser realizado em placas de micro-pogos com meio de cultivo com ou sem 6leo
mineral e microgotas de meio de cultivo sob 6leo mineral (ARAUJO et al., 2014b).

Como nesse tipo de sistema uma parte do foliculo tem contato com a superficie plana,

ele também pode adquirir o formato plano devido as ligagdes estabelecidas entre as células da
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granulosa (SILVA et al., 2015b). Isso ocorre, pois as células da granulosa se proliferam e se
espalham pela superficie, levando a uma disfungdo das jungdes gap. As jungles gap
desempenham um papel importante na comunicagio entre o ovocito e as células do cumulus e
podem causar danos que comprometem a ovulag@o, o crescimento ovocitario e a competéncia
meiodtica (GREEN; SHIKANOV, 2016).

Os primeiros cultivos de foliculos pré-antrais ocorreram em sistema de cultivo
convencional 2D (FIGUEIREDO et al, 2007). Embora os resultados de modelos
experimentais em roedores sejam promissores, 0 mesmo nao ocorre para mamiferos maiores
como bovinos, ovinos e humanos. Acredita-se que o sistema 2D ndo suporte de forma
adequada o tamanho maior do ovoécito e, consequentemente, do foliculo, assim como os
cultivos prolongados (GREEN; SHIKANOV, 2016). Entretanto, este sistema permitiu o
desenvolvimento de foliculos pré-antrais caprinos, levando a retomada da meiose e a
fecundacdo in vifro do ovocito, tendo como resultado o primeiro embrido produzido em
caprinos a partir de foliculos pré-antrais (SARAIVA et al., 2010).

Em bovinos, o cultivo 2D foi realizado em substrato plastico, apresentando ao final de
5 dias aumento do diametro folicular e manutengdo da viabilidade folicular (FIGUEIREDO et
al.,, 1994). O cultivo de foliculos individuais no sistema 2D no substrato também apresentou
aumento das taxas de viabilidade, didmetro folicular e a formag¢do do antro (ROSSETTO et

al., 2016).

2.5 SISTEMA DE CULTIVO 3D

O sistema de cultivo 3D foi desenvolvido para manter a morfologia do foliculo,
tentando recriar um ambiente similar a matriz extracelular do ovario in vitro. O objetivo ¢
reduzir a tensdo que o complexo granulosa-ovécito sofre quando cultivado em sistema

convencional 2D com contato direto na placa (TELFER; MCLAUGHLIN, 2012) (Figura 1).
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Por se tratar de uma biotécnia relativamente nova, hd grande variagdo nas formas de cultivar
os foliculos, seja apenas um ou varios foliculos encapsulados em matrizes (PANGAS et al,,
2003), co-cultivados com outros tipos celulares (TINGEN et al, 2011) ou foliculos em
suspensdo por agitagdo continua (ROWGHANI et al., 2004). Além disso, diferentes tipos de
matrizes tém sido testadas a fim de se estabelecer a melhor condigdo para o desenvolvimento
folicular. As matrizes sdo divididas conforme sua origem em: matrizes com componentes
naturais (alginato, misturas de alginato e fibrina e matrigel) ou sintéticos (hidrogel de

polietileno glicol — PEG e nanoparticulas) (GREEN; SHIKANOV, 2016).

f Bidimensional (2D) ﬁridimensional (3.3)\

Convencional Matriz extracelular Células sométicas

ijstrato plastico) / \Matriz extracelular/

Figura 1. Representacdo esquematica dos sistemas de cultura bidimensional e
tridimensional para foliculos pré-antrais bovinos (Adaptado de ARAUJO et al.,
2014a).

2.5.1 Hidrogeis de alginato

Os sais de acido alginico (alginatos) derivam das algas marrons e a dissociagdo dos
sais resulta nos hidrogéis de alginato (GREEN; SHIKANOV, 2016, SHEA; WOODRUFF;
SHIKANOYV, 2014). Para que ocorra a polimerizagdo ¢ fundamental a adi¢do de uma solugdo
composta de ions de Ca*" ou Mg®". Nio h4 necessidade de ocorrer a exposicio a altas
temperaturas e a radiagdo UV (FILATOV; KHRAMOVA; SEMENOVA, 2014). Mesmo
preservando a morfologia folicular e sua eficacia ter sido determinada na foliculogénese de
roedores, primatas e humana (GREEN; SHIKANOV, 2016), o alginato parece atuar como

barreira ao crescimento folicular, assim como, a formagdo de antro (SILVA et al., 2015; XU
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et al, 2006). Xu et al. (2013), constataram que alginato com fibrina melhora o
desenvolvimento de foliculos priméarios de macacas quando comparado ao alginato sozinho.
Isso se deve pelo fato da fibrina ser degradada por proteases foliculares durante o cultivo e o

alginato manter a morfologia do foliculo sozinho em concentra¢gdes menores.

2.5.2 Matrigel

Matrigel ¢ um extrato do sarcoma de rato Engelbreth-Holm-Swarm disponivel
comercialmente, rico em proteinas da matriz extracelular (ECM). Assim, este ambiente
suporta o desenvolvimento folicular, enquanto a estrutura em gel fornece uma matriz 3D aos
foliculos (GREEN; SHIKANOV, 2016). Entretanto, o ponto negativo do Matrigel € que sua
composi¢do quimica ¢ fixa, ou seja, ndo permite fazer modificagdes para buscar melhorias de

acordo com os diferentes cultivos (SOUZA et al., 2010).

2.5.3 PEG

O hidrogel de polietileno glicol (PEG) € sintético e possui a vantagem que apos a
encapsulagdo as proteases do foliculo degradam lentamente as moléculas durante o
desenvolvimento do foliculo, gerando espaco necessario para a expansdo volumétrica do
foliculo (até 17 vezes) (BELLI et al., 2012). Shikanov et al. (2011) observaram que foliculos
secundarios de ratos encapsulados com PEG por 10 dias de cultura, tiveram boas taxas de
sobrevivéncia e de crescimento folicular, chegando até ao estaddio antral. Os ovocitos foram
maturados e foi possivel visualizar a metafase II. Entretanto, a preparacdo do hidrogel ¢

complexa e envolve varias etapas (BELLI et al., 2012).
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2.5.4 Nanoparticulas

O interesse pelas nanoparticulas aumentou a partir da necessidade de manipular e
controlar remotamente componentes celulares especificos tanto in vifro como em in vivo,
permitindo também investigar a fungo celular e as vias de sinaliza¢do molecular (DOBSON,
2008). As nanoparticulas magnéticas sdo compostas de ouro, oxido de ferro (Fe;O,,
magnetita) e sequéncias peptidicas de células-adesivas (poli-L-Lisina) que se aderem as
células de estudo e com o auxilio de uma placa magnética € possivel desenvolver um cultivo
em 3D por levitagdo (SOUZA et al., 2010). As nanoparticulas de ouro sdo potencialmente
biocompativeis e sua utilizagdo ja foi aprovada em varias aplica¢des pela Food and Drug
Administration dos Estados Unidos (LANGER; TIRRELL, 2004). Os oxidos de ferro sdo
endogenos no corpo humano e semelhantes aos materiais na ressonancia magnética. Desta
forma, geralmente as nanoparticulas sdo bem toleradas pelas células (NEUBERGER et al.,
2005).

Ha varios trabalhos que comprovam os beneficios das nanoparticulas no cultivo 3D
em diversas areas como nos estudos in vifro de farmacos e citoxicidade (TSENG et al., 2015),
vasoatividade de células musculares (TSENG et al., 2016), modelos de estudos de tumores
(BECKER; SOUZA, 2013; JAGANATHAN et al., 2014), modelos de culturas celulares
(TSENG et al., 2013, 2014). Um estudo in vivo com cé¢lulas-tronco derivadas de tecido
adiposo com nanoparticulas magnéticas no tratamento da disfungio eréctil de ratos, mostrou
que foi possivel manter as células-tronco no corpo cavernoso utilizando um ima e obteve-se

bons resultados na terapia (LIN et al., 2016).

2.6 CULTIVO EM 3D POR LEVITACAO MAGNETICA

O cultivo em 3D baseado na levitagdo magnética foi descrito pela primeira vez em
2010 por Souza et al. em um estudo com células de glioblastoma humano. Ao levitarem as

células no hidrogel composto de nanoparticulas de ouro, oxido de ferro e bacteriéfagos
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filamentosos, os autores verificaram perfis de expressdo de proteinas semelhantes aos
observados em xenoenxertos de tumor humano. A levitagdo magnética ocorre por meio do
controle espacial do campo magnético por uma placa com imas que € colocada sobre a placa
de cultivo apos as nanoparticulas estarem aderidas as células de estudo (SOUZA et al., 2010).

No trabalho de Daquinag, Souza, Kolonin (2013), foram compararados o sistema de
cultivo 2D e o 3D com nanoparticulas por levitagdo magnética do tecido adiposo branco.
Constataram que o cultivo 3D permitiu a retengdo da complexidade multicelular do tecido
adiposo branco e da parcial vascularizagdo. Além disso, observaram que a proliferacdo celular
e a diferenciacdo de pré-adipocitos foram eficientes. Portanto, os resultados indicam que a
levitagdo magnética permite simular simultaneamente a vascularizagdo e a lipogénese em
tecido cultivado composto por células endoteliais e progenitores mesenquimais,
restabelecendo interagdes in vivo entre esses diferentes tipos celulares (DAQUINAG;
SOUZA; KOLONIN, 2013).

No estudo de Tseng et al. (2013) buscou-se criar um bronquiolo no sistema 3D
semelhante ao tecido inm vivo por meio da levitagdo magnética em conjunto com
nanoparticulas magnéticas. Para isso, utilizou-se co-cultivo de quatro tipos de células
humanas do bronquiolo: células endoteliais, células musculares lisas, fibroblastos e células
epiteliais. Os resultados mostraram que a levitagdo magnética ¢ um método valido para criar
de forma rapida co-culturas organizadas em 3D mantendo o fenotipo e induzindo a formagao
de matriz extracelular.

Jaganathan et al. (2014) desenvolveram um modelo de co-cultura in vifro 3D de tumor
de mama utilizando a levitagdo magnética. Os dados sugerem que este tipo de sistema de
cultivo € vantajoso porque teve a capacidade de formar modelos de tumor de mama de grande

porte em 24 horas e de controlar a composi¢do e a densidade das células tumorais. Além
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disso, também imita com precisdo o microambiente tumoral in vivo tornando possivel testar a
eficacia do farmaco em modelo in vitro.

Hogan, Souza e Birla (2016), elaboraram co-culturas das células da valvula aortica
(valvares intersticiais e endoteliais) usando a levitagdo magnética e cultivadas durante 3 dias.
Os autores concluiram que o sistema de cultivo pode servir como base para futuras
experiéncias para entender a biologia valvar cardiaca, pois 0 modelo mostrou ser similar ao
musculo cardiaco in vivo.

2.7 TECNICAS PARA AVALIACAO DA EFICIENCIA DO CULTIVO DE FOLICULOS
PRE-ANTRAIS /N VITRO

Depois de cultivar os foliculos pré-antrais € necessario avaliar a eficiéncia pds cultivo,
pois podem ocorrer alteragdes que causam efeitos positivos e/ou negativos na qualidade do
foliculo. Para isso existem varias técnicas que podem ser utilizadas como a avaliagdo
morfologica (FIGUEIREDO et al., 1994), a histologia classica (ARAUJO et al., 2010),
expressdo génica (CELESTINO et al., 2011), dosagem hormonal (SILVA et al., 2013) e a
microscopia de fluorescéncia (ROSSETTO et al., 2013). A histologia classica € uma técnica
importante para analise da morfologia de foliculos pré-antrais frescos, criopreservados e
cultivados in vitro na avaliagdo de foliculos pré-antrais (MATOS et al., 2007). Ja a expressdo
génica permite compreender melhor os mecanismos envolvidos no desenvolvimento e
degeneracdo folicular por meio de produtos de alguns genes especificos como IGFs, EGF, [3-
Ativina entre outros (CELESTINO et al., 2011). A dosagem de hormonios esteroides ¢
importante para analisar as alteragdes nos niveis de esteroides intrafoliculares que podem
determinar o destino folicular. Os niveis elevados de progesterona e baixos de estradiol no
fluido folicular bovino, evidencia a atresia (PRIZANT; GLEICHER; SEN, 2014). Por meio
da microscopia de fluorescéncia € possivel avaliar a viabilidade celular empregando
marcadores especificos (LOPES et al.,, 2009). Para o estudo tanto de foliculos pré-antrais

como também de ovocitos € comum utilizar dois marcadores fluorescentes simultaneamente:
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a calceina AM (excita a 494 nm e emite a 517 nm) e o etidio homodimero-1 (excita a 528 nm
e emite a 617 nm). A calceina confere a marcagdo verde apds ser clivada por enzimas
esterases em células vivas. J4 o etidio homodimero-1 marca de vermelho as células que
possuem a integridade de membrana plasmatica (HAUGLAND; MACCOUBREY; MOORE,
1994; LOPES et al., 2009). Além da viabilidade celular, ¢ possivel avaliar a configuragdo da
cromatina de ovocitos por meio do marcador Hoechst 33342 ou o DAPI (4',6-Diamidina-2'-
fenilindol di-hidrocloreto, excita a 360 nm e emite a 460 nm) que se intercalam entre as bases
nitrogenadas do DNA produzindo uma fluorescéncia azul (NUTTINCK et al., 1993; SILVA

et al., 2015b).
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3 JUSTIFICATIVA

A espécie bovina também é apontada por diversos autores (ARAUJO et al., 2014a;
BAERWALD, 2009) como modelo experimental comparativo de estudos sobre a
foliculogénese inicial e reserva de gametas inclusos em foliculos pré-antrais, visto a
semelhangas entre a foliculogénese pré-antral da cava com outras espécies, entre elas a
mulher. Deste modo, a biotécnica da MOIFOPA (manipula¢do de ovoécitos inclusos em
foliculos ovarianos pré-antrais) possibilita realizar pesquisas fundamentadas na reserva
folicular pré-antral bovina com dupla aptidao, por favorecer o avango genético e conservagio
desta espécie e fornecer informag¢des importantes a serem aplicadas na clinica reprodutiva
humana. Além disso, estes ovarios tém razoavel disponibilidade em frigorificos locais e sdo
bons modelos de estudos para compreensdo dos estagios de crescimento dos foliculos e dos
eventos envolvidos na atresia e, apoptose folicular, que podem influenciar nas atividades
reprodutivas do animal adulto.

Ha uma crescente demanda por ensaios do cultivo de foliculos pré-antrais in vitro.
Pelo fato do sistema 2D causar danos na morfologia e consequentemente no desenvolvimento
do foliculo, o sistema 3D esta ganhando atengdo por proporcionar um ambiente de cultivo
semelhante a matriz tecidual. Desta forma, pesquisadores tem desenvolvido novas técnicas a
fim de aprimorar os resultados e desenvolveram cultivos utilizando diversos tipos de matrizes.
Estudos com diferentes tipos celulares vém usando um sistema que utiliza levitagdo
magnética com o auxilio de nanoparticulas formadas de ouro, éxido de ferro e poli-L-lisina.
Os resultados mostraram que o sistema possibilitou a interacdo célula-célula, a sintese da
matriz extracelular e a manutencdo da viabilidade celular (DAQUINAG; SOUZA,;
KOLONIN, 2013; HOGAN; SOUZA; BIRLA, 2016; LIN et al., 2016; SOUZA et al., 2010).
Estes resultados foram o suporte para a idéia de cultivar foliculos pré-antrais neste sistema e

desenvolver uma nova proposta de cultivo tridimensional de foliculos pré-antrais isolados.
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4 HIPOTESES CIENTIFICAS

a) Os foliculos secundarios avangados de bovinos no sistema de cultivo in vifro em 3D
por levitagdo magnética se desenvolvem de forma continua e a maior concentragdo das
nanoparticulas favorece a viabilidade e o crescimento folicular.

b) As taxas de crescimentos diarias e de formagdo de antro no cultivo 3D s@o
superiores as taxas observadas nos foliculos cultivados no sistema tradicional (2D).

¢) Os ovocitos oriundos de foliculos secundarios cultivados em sistema 3D apresentam
o diametro médio maior comparado aos ovécitos cultivados no sistema convencional.

d) O tratamento com 200 uL/mL de nanoparticulas apresenta maior propor¢do de
foliculos viaveis ao final do cultivo e maior propor¢do de ovocitos com retomada da meiose

apos 24 horas de maturagio in vitro.
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S OBJETIVO GERAL

Avaliar o desenvolvimento dos foliculos secundarios de ovarios bovinos no cultivo in
vitro em sistema 3D de nanoparticulas (ouro, 6xido de ferro e poli-L-lisina) associadas a
levitagdo magnética com trés concentragdes (50, 100 e 200 pul./mL) comparando ao cultivo in

vitro em 2D (cultivo tradicional em placa) durante 16 dias.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar as taxas de formagdo de antro, viabilidade, degeneragdo e extrusdo dos
foliculos secundarios cultivados in vitro nos diferentes tratamentos;

b) Determinar a taxa de crescimento diario e o didmetro folicular de cada tratamento
em diferentes intervalos dentro do periodo de cultivo;

¢) Determinar o didmetro ovocitario e as taxas de maturagdo nuclear ap6s 22-24 horas

de maturagdo in vitro nos diferentes tratamentos.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 REAGENTES QUIMICOS E MEIOS

Os reagentes quimicos e os meios utilizados na execugdo deste trabalho foram obtidos

da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA), a menos que indicado de outra forma.

6.2 COLETA E TRANSPORTE DOS OVARIOS BOVINOS

Foram coletados ovarios bovinos (n = 60) em abatedouros locais de animais sem raga
definida. Os ovarios foram transportados em temperatura ambiente em garrafa térmica e no

periodo méaximo em 4 horas.
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6.3 DESENHO EXPERIMENTAL

COLETA, TRANSPORTE E
FRAGMENTACAO DOS OVARIOS

<~

MICRODISSECCAO DOS FOLICULOS
SECUNDARIOS

<~

FOTOS INDIVIDUAIS DOS FOLICULOS
EM PLACAS DE 24 POCOS

~z

TRANSFERENCIA PARA MICROTUBOS:
NANOPARTICULAS + FOLICULOS

{} 12 HORAS

TRANSFERENCIA PARA PLACAS DE 24
POCOS
A CADA

NS 4 DIAS

FOTOS DOS FOLICULOS E TROCA DOS

MEIOS
APOS
. 16 DIAS
MATURACAO IN VITRO

{} 22-24
- - HORAS
COLORACAO DOS OVOCITOS

<~

ANALISE DAS FLUORESCENCIAS

6.4 ISOLAMENTO DOS FOLICULOS PRE-ANTRAIS SECUNDARIOS

No laboratério, os ovarios foram lavados com soro fisiologico 0,9% previamente
aquecido (37°C), suplementado com 100 pg/mL. de gentamicina e 100 pg/mL de

estreptomicina. Em seguida, o tecido conjuntivo e a gordura foram removidos e os ovarios
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foram transferidos para o mesmo meio permanecendo no banho maria a 37°C até o momento
do isolamento.

Antes da manipulagdo, os ovarios foram lavados uma vez com alcool 70% e duas
vezes com tissue medium culture 199 com 25 mM de HEPES (TCM-199 HEPES),
suplementado com 100 pg/mL. de gentamicina e 100 pg/mL de estreptomicina. A
fragmentacdo, o isolamento e o cultivo dos foliculos foram realizados de acordo com Silva et
al. (2015a) com algumas modificagdes. Resumindo, fatias do cortex ovariano com espessura
de 1 a 2 mm foram retidas a partir da superficie do ovério utilizando uma lamina de bisturi.
Logo depois, os fragmentos do cortex ovariano foram transferidos para o meio TCM-199
HEPES. Os foliculos foram visualizados com o auxilio de um estereomicroscopio (40x)
(Olympus, Toquio, Japdo). A microdissec¢do dos foliculos pré-antrais secundérios 200 um a
400 pm de didmetro foi feita a partir dos fragmentos de forma manual, com auxilio de agulhas
de calibre 26 G.

Foram selecionados 238 foliculos pré-antrais secundarios com ovocito circundado
com células da granulosa ¢ membrana basal intacta e distribuidos aleatoriamente entre os

tratamentos. Seis réplicas foram realizadas.

6.5 CULTIVO IN VITRO DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS SECUNDARIOS: METODO
CONVENCIONAL (2D) E TRIDIMENSIONAL (3D, NANOPARTICULAS +
LEVITACAO MAGNETICA)

Com o intuito de propiciar a aderéncia entre o foliculo e as nanoparticulas, os foliculos
isolados foram primeiramente transferidos de forma individual para microtubos de 200 uL
que continham 100 uL meio de cultivo composto de TCM-199 suplementado com 3 mg/mL
de BSA, ITS (10 pg/mL insulina, 5,5 pg/mL transferrina, 5,0 ng/mL selénio,
LifeTechnologies Inc., Grand Island, NY, USA), 2 mM de glutamina, 2 mM de hipoxantina,

50 ug/mL de acido ascorbico, 100 pg/mL de gentamicina e 100 ug/mL de estreptomicina.
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Nestes microtubos, para os tratamentos de cultivo 3D por levitagdo magnética foram
acrescentado ao meio de cultivo nanoparticulas compostas por ouro, 6xido de ferro e poli-L-
lisina (NanoShuttle™-PL, n3D, Bioscience, Inc., Houston, TX, USA) nas concentra¢des de
50 pL/mL (n = 46 foliculos), 100 uL/mL (n = 46 foliculos) e 200 pL/mL (n = 40 foliculos).

Os foliculos permaneceram 12 horas incubados em estufa com 5% de CO,, em uma
temperatura de 38,5°C. Ao término desse periodo, os foliculos foram transferidos
individualmente para cada pog¢o da placa de 24 pocos com 500 pL de meio de cultivo
(Corning, NY, USA) e um drive magnético foi adicionado substituindo a tampa da placa nos
tratamentos de cultivo 3D. Apds 1 hora foi possivel visualizar os foliculos em levitagdo. Os
foliculos do controle (n = 81) foram transferidos para uma placa de 24 pogos, porém sem o
drive magnético. Os foliculos foram cultivados em estufa com 5% de CO; no ar, a 38,5°C por

16 dias, com troca parcial do meio a cada 4 dias.

6.6 A AVALIACAO MORFOLOGICA E DO DESENVOLVIMENTO FOLICULAR IN
VITRO

A morfologia folicular foi considerada pelos critérios de viabilidade, degeneragdo e
extrusdo. Ja o desenvolvimento dos foliculos foi avaliado pelo diametro médio, presenga ou
auséncia de antro, manutengdo de antro e taxas de crescimento. Os foliculos foram
classificados degenerados quando possuiam ovdcitos escuros, sem a presenga das células da
granulosa ou quando estas estavam escuras e fragmentadas. A extrusdo foi considerada
quando a membrana basal estava rompida (APOLLONI et al, 2016). Em sequéncia, os
foliculos foram fotografados antes de serem transferidos para os microtubos € a cada 4 dias
(dia da troca dos meios de cultivo) por meio da camera digital modelo DS-Fi2 (Nikon,
Toquio, Japdo) acoplada a um estereomicroscopio AZ100 (Nikon). Utilizou-se o programa
HLImage ++ (1997, Machine Vision Tools, Midvale, Utah) para mensuracdo das duas

medidas perpendiculares de cada foliculo como ¢ mostrado na Figura 2 e assim foi possivel
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gerar o diametro médio. Baseado nestes didmetros, as taxas de crescimento foram calculadas e
classificadas em crescimento ausente (-37,1 a 0,0 um/dia), lento (0,1 a 7,0 um/dia) e rapido
(7,1 a 29,8 um/dia). Além disso, foram observadas as taxas de formagdo e manuteng¢do do

antro nos diferentes tratamentos. As avaliagdes foram realizadas pelo mesmo operador.
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Tools
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Figuravz. Ifnagem ilustrativa da me'nsuragio do diametro folicular realizada no programei
HLImage ++ (1997, Machine Vision Tools, Midvale, Utah).

6.7 MATURACAO IN VITRO DOS COMPLEXOS-CUMULUS-OVOCITOS (COCs)

No final do periodo de 16 dias, os foliculos foram abertos mecanicamente com agulhas
de calibre de 26 G sob um esteriomicroscopio para recuperar os ovocitos. Os COCs foram
lavados duas vezes em TCM-199 HEPES e uma vez em meio de maturagdo. Depois da
lavagem, os ovocitos foram transferidos para gotas de 150 pLL de meio de maturagio sob 6leo
mineral e foram incubados por 24 horas a 38,5°C em uma atmosfera de 5% de CO; no ar. O
meio de maturacdo foi de acordo com Appoloni et al. (2016) com adaptagdes. Era composto
de TCM-199 suplementado com 1 mg/mL de BSA, 1 mM de piruvato, 0,5 ug/mL de
horménio foliculo estimulante (FSH, Folltropin-V, Bioniche, Ontario, Canada), 5 pg/mL de

hormonio luteinizante (LH), 1 pg/mL 17B-estradiol e 100 pM de cisteamina.
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6.8 AVALIACOES DA MATURACAO /N VITRO DOS COCS

Ao final das 24 horas de matura¢do os ovocitos foram mecanicamente desnudados e
incubados por 30 minutos com 4 mM calceina AM (excita a 494 nm e emite a 517 nm) e 0 2
mM etidio homodimero-1 (excita a 528 nm e emite a 617 nm) (Molecular Probes, Invitrogen,
Karlsruhe, Alemanha). Ao término, os ovocitos foram lavados em DPBS, fixados em
paraformaldeido por 30 minutos e transferidos para ldminas com 15 pL. de Fluroshield™ com
DAPI (excita a 360 nm e emite a 460 nm). As analises foram feitas em um microscépio de
fluorescéncia (EVOS; Imaging System, AMG, WA, USA) em um aumento de 200x.

Os ovocitos foram considerados como vidveis quando o citoplasma foi marcado
positivamente pela calcein-AM (verde) e ndo vidvel se o nucleo estivesse marcado pelo
ethidium homodimer-1 (vermelho). O Fluroshield™ com DAPI foi usado para avaliar a
configuragdo da cromatina nas fases de vesicula germinativa (GV), de quebra da vesicula

germinativa (GVBD), metafase I (MI) e metafase 11 (MII).

6.9 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas por meio do software Sigma Plot 11.0 (Systat
Software Inc, San Jose, California, EUA). Os dados que ndo apresentaram distribui¢do normal
(teste de Shapiro-Wilk) foram submetidos a transformacdo logaritmica. As variaveis
apresentadas na forma de porcentagem (foliculos normais, degenerados e extrusos; formagao
de antro; categorias de crescimento folicular e condi¢do folicular; e status meidtico apods a
maturagdo in vifro) foram comparadas entre os tratamentos pelos testes do qui-quadrado ou
exato de Fisher. A comparagdo de médias entre os tratamentos foi realizada pelo teste de
Kruskal-Wallis, enquanto o didmetro e a taxa de crescimento folicular entre os dias de cultivo

foram analisados pelo teste pareado de Wilcoxon. Em adic¢do, a analise de regressdo linear
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avaliou a associa¢do da condic¢do folicular com a taxa de crescimento folicular e a razdo de
possibilidades (Odds ratio) avaliou os efeitos do tratamento e da categoria de crescimento
folicular sobre as taxas de extrusdo, degenerag@o e formag¢do e manuten¢io do antro. Os dados
foram apresentados na forma de média (£ erro padrio da média) e porcentagem. A
probabilidade de P < 0,05 indica diferenca significativa e valores entre P > 0,05 ¢ P < 0,1

indicam tendéncia a significancia.
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7. RESULTADOS

7.1 MORFOLOGIA FOLICULAR

Um total de 213 foliculos pré-antrais foram cultivados in vifro e distribuidos
aleatoriamente nos tratamentos controle (n = 81), 50 uL/mL (n = 46), 100 uL/mL (n = 46) e
200 pL/mL (n = 40). No geral, observou-se uma redugdo (P < 0,05) na porcentagem de
foliculos viaveis apds 16 dias de cultivo in vifro em todos os tratamentos (Figura 3). Em
relagdo ao DO do cultivo, o grupo controle apresentou um decréscimo (P < 0,05) na propor¢ao
de foliculos normais a partir do D4, enquanto que os tratamentos 50 uL/mL e 100 pL/mL
reduziram (P < 0,05) a proporcdo de foliculos viaveis somente a partir do D8 do cultivo in
vitro. Entretanto, o tratamento 200 pL/mL apresentou redugdo (P < 0,05) na viabilidade
folicular apenas a partir do D12. Ao comparar a propor¢do de foliculos vidveis entre os
tratamentos, o grupo 200 pL/mL apresentou maior (P < 0,05) propor¢do de foliculos viaveis
no D8 e D12 em relacdo aos grupos controle e 100 uL/mL, respectivamente. Ao final do
cultivo (D16), a maior propor¢do de foliculos vidaveis (P < 0,05) foi observada no grupo 200

ul/mL.
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Figura 3. Porcentagem de foliculos pré-antrais normais bovinos submetidos ao cultivo in
vifro nos sistemas 2D (controle) e 3D por levitagdo com diferentes concentragdes (50, 100 e
200 pL/mL) de nanoparticulas compostas de ouro, 0xido de ferro e poli-L-lisina.

ABCEntre os tratamentos e dentro do mesmo dia de cultivo in vitro (P < 0,05).

“bedePyentro do tratamento e entre dias de cultivo in vitro (P < 0,05).

Ao longo do cultivo in vifro observou-se o aumento (P < 0,05) na proporgdo de
foliculos extrusos, com excec¢do para o tratamento 100 uL/mL (Figura 4). Até 12 dias de
cultivo in vitro as taxas de extrusdo ovocitaria permaneceram constantes para os tratamentos
do sistema 3D. Por outro lado, o controle apresentou aumento na extrusdo a partir de 8 dias.
Quando os tratamentos foram comparados entre si, a porcentagem de foliculos extrusos foi
semelhante (P > 0,05) até o D8 do cultivo in vifro. No entanto, no ultimo dia de cultivo (D16),

os tratamentos controle e 50 pL/mL apresentaram maior (P < 0,05) propor¢do de foliculos

extrusos em relagdo ao tratamento 100 pL/mL.
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Figura 4. Porcentagem de foliculos extrusos bovinos durante o cultivo in vifro nos sistemas
2D (controle) e 3D por levitagdo com diferentes concentragdes (50, 100 e 200 uL/mL) de
nanoparticulas compostas de ouro, oxido de ferro e poli-L-lisina.

A8 Entre tratamentos e dentro do mesmo dia de cultivo in vitro (P < 0,05).

“>Dentro do tratamento e entre dias de cultivo in vitro (P < 0,05).

Adicionalmente, houve um aumento (P < 0,05) na taxa de degeneragdo folicular
durante o cultivo in vitro (Figura 5). Nos dias 12 e 16 do cultivo, a propor¢do de foliculos
degenerados foi inferior (P < 0,05) no grupo 200 ul./mL comparado aos tratamentos controle
e 100 uL/mL. Dentro do mesmo tratamento e em relagdo ao DO do cultivo, a taxa de foliculos

degenerados aumentou (P < 0,05) a partir do D4 para o grupo controle, a partir do D8 para os

grupos 50 e 100 uL/mL e somente no D16 para o grupo 200 pL/mL.
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Figura 5. Porcentagem de foliculos degenerados bovinos durante o cultivo in vifro nos
sistemas 2D (controle) e 3D por levitagdo com diferentes concentragdes (50, 100 e 200
uL/mL) de nanoparticulas compostas de ouro, 6xido de ferro e poli-L-lisina.
A8 Entre tratamentos e dentro do mesmo dia de cultivo in vitro (P < 0,05).
“>2d Dyentro do tratamento e entre dias de cultivo in vitro (P < 0,05).
7.2 DIAMETRO, TAXA DE CRESCIMENTO DIARIA E CATEGORIAS DE CRESCIMENTO
FOLICULAR

Independente do tratamento foi observado um aumento (P < 0,05) progressivo do
didmetro folicular ao longo do cultivo (Figuras 6A,B,C,D,E.F). Porém, quando os tratamentos

foram comparados entre si, observou-se que o tratamento controle apresentou maior (P <

0,05) diametro folicular no D16 em relagdo ao grupo 200 uL/mL (Figura 6C).
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Figura 6. Diametro médio (= epm) de foliculos normais bovinos durante o cultivo in vifro nos
sistemas 2D (controle) e 3D por levitagdo com diferentes concentragdes (50, 100 e 200
uL/mL) de nanoparticulas compostas de ouro, 6xido de ferro e poli-L-lisina. Comparagdo
entre os tratamentos: (A) controle vs. 50 uL/mL; (B) controle vs. 100 pL/mL; (C) controle vs.
200 pL/mL; (D) 50 vs. 100 pL/mL; (E) 50 vs. 200 uL/mL; (D) 100 vs. 200 pnL/mL.

ns: ndo significativo (P > 0,05).

As taxas de crescimento folicular (um/dia) em diferentes periodos do cultivo in vitro
estdo apresentadas (Tabela 1). No geral, apos 16 dias de cultivo in vifro, o grupo controle
apresentou taxa de crescimento folicular superior (P < 0,05) quando comparado ao grupo 200
uL/mL. Adicionalmente, o grupo de 200 pL/mL apresentou uma taxa de crescimento inferior
no periodo D4-D8 comparado aos outros periodos. Dentro dos grupos controle e 100 uL/mL a

taxa de crescimento folicular foi superior (P < 0,05) nos intervalos D8-D12 e D12-D16,

respectivamente, comparado ao intervalo D0-D4.
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Tabela 1. Taxa de crescimento diario (média + epm) de foliculos normais bovinos durante o
cultivo in vitro nos sistemas 2D (controle) e 3D por levitagdo com diferentes concentra¢des
(50, 100 e 200 uL./mL) de nanoparticulas.

Crescimento folicular (um/dia) em diferentes periodos do cultivo in vifro

Tratamentos DO - D4 D4 - D8 D8-DI12 D12 -Dleé6 Meédia geral
Controle 34+1,8* 83+25* 17,7+3,0° 11,4+35%* 102+3,5"
50 pL/mL 6,6+21* 75+30* 13,3+3,8*" 103+54*" 94+19"
100 pL/mL 8,1+25% 48+22*8 92427  169+336™ 98+15%"
200 pL/mL 88+21* 02+21" 84+23* 77+26% 6,3 +,08 "

®® Letras diferentes na mesma linha (P < 0,05).

4Bl etras diferentes na mesma coluna (P < 0,05).

Em adi¢do, medidas de dispersdo foram calculadas para cada tratamento em fungdo da

taxa de crescimento folicular (Figura 7). Valores de variancia e desvio padrdo em ordem

decrescente foram observados para os tratamentos 50 uL/mL, controle, 100 uL/mL e 200

ul/mL.
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Figura 7. Representagdo da taxa de crescimento (um/dia) de foliculos normais bovinos e
valores de variancia e desvio padrdo determinados apds o cultivo in vifro nos sistemas 2D
(controle) e 3D por levitagdo com diferentes concentragdes (50, 100 e 200 uL/mL) de
nanoparticulas compostas de ouro, 6xido de ferro e poli-L-lisina. A variancia e desvio padrao
foram calculados sobre a taxa de crescimento geral (D16 - D4) dentro de cada tratamento [(A)
controle; (B) 50 uL/mL; (C) 100 pL/mL; (D) 200 pL/mL].

A frequéncia e distribui¢do dos foliculos classificados de acordo com a categoria de
crescimento estdo demonstradas na Figura 8A,B. Os tratamentos controle e 100 uL/mL
apresentaram maior (P < 0.05) propor¢do de foliculos com auséncia de crescimento em
relagdo ao grupo 200 pL/mL (Figura 8B). Dentro da categoria de crescimento lento, uma
porcentagem superior de foliculos (P < 0,05) foi observada no grupo 200 uL/mL quando

comparado aos grupos controle e 50 pL/mL. A propor¢do de foliculos com crescimento

rapido ndo diferiu (P > 0,05) entre os tratamentos.
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Figura 8. (A) Representagdo de foliculos classificados de acordo com a categoria de
crescimento (ausente: -37,1 a 0,0 um/dia; lento: 0,1 a 7,0 um/dia; rapido: 7,1 a 29,8 um/dia).
(B) Distribuigdo da categoria de crescimento folicular apos o cultivo in vifro nos sistemas 2D
(controle) e 3D por levitagdo com diferentes concentragdes (50, 100 e 200 uL/mL) de
nanoparticulas compostas de ouro, 6xido de ferro e poli-L-lisina.
AP Entre tratamentos e dentro da mesma categoria de crescimento folicular (P < 0,05).
7.3 FORMACAO DO ANTRO, EXTRUSAO E DEGENERACAO FOLICULAR

As analises de razdo de possibilidades (Odds ratio) avaliaram a influéncia da categoria
de crescimento folicular sobre a formagdo do antro (Tabela 2), a formagdo e manutengdo do

antro (Tabela 3) e a extrusdo e/ou degeneracdo folicular (Tabela 4). Independente do

tratamento, foliculos com crescimento lento e rapido possuem 4 e 7 vezes mais chances (P <
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0,05), respectivamente, de formac¢do do antro do que aqueles com auséncia de crescimento
(Tabela 2). Entretanto, quando comparado os tratamentos dentro do padrdo de crescimento
lento (Tabela 3), observamos que os foliculos cultivados no grupo 200 puL/mL apresentaram
maior probabilidade (P < 0,05) de formac¢do e manuten¢do do antro em relagdo ao controle.
Em adicdo, a razdo de possibilidades foi determinada dentro da categoria de crescimento lento
para extrusdo e/ou degeneracdo folicular (Tabela 4). Os foliculos do grupo controle
apresentaram 6 vezes mais chances (P < 0,05) de degeneragio e/ou extrusao folicular quando

comparado ao 200 pL/mL.

Tabela 2. Razdo de possibilidades (Odds ratio) para formacgido de antro durante o cultivo in
vitro de acordo com a categoria de crescimento folicular (ausente, lento e rapido).

" Categorias de  Formagio de antro (%)  Odds ratio LC. (95%) P-valor
crescimento

Ausente 12,0 (6/50) 4.5 1.6 -12.3 0,0037
Lento 38,3 (23/60) ’ ’ ’ j
Ausente 12,0 (6/50) 73 28—-18.7 0,0001
Rapido 50,0 (49/98) ’ o ’
Lento 38,3 (23/60) 16 0,8 3,0 0,2061
Répido 50 (49/98) ’ 7 ’

"Dados combinados independente do tratamento. Categorias de crescimento: ausente, -37,1 a
0,0 um/dia; lento, 0,1 a 7,0 um/dia; rapido, 7,1 a 29,8 um/dia).
I.C.: intervalo de confianga.
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Tabela 3. Razdo de possibilidades (Odds ratio) para formag¢do e manuten¢do do antro de
acordo com o cultivo in vitro nos sistemas 2D (controle) e 3D por levitagdo com diferentes
concentragdes (50, 100 e 200 uL./mL) de nanoparticulas.

T Categoria de

Formagdo e manutengdo do

s antro (5) Odds ratio  1.C. (95%) P-valor
Controle 19,0 (4/21) 21 03-12,3 0,7063
50 uL/mL 33,3 (3/9) ’ -
Controle 19,0 (4/21) 3.6 0,7-17,0 0,1941
100 pL/mL 46,1 (6/13) ’ -
Controle 19,0 (4/21) 6.1 14-260 00286
200 pL/mL 58,8 (10/17) ’ o
50 uL/mL 33,3 (3/9) 1.7 02-99 08726
100 pL/mL 46,1 (6/13) ’ - ’
50 pL/mL 33,3 (3/9) 28 0,5-154 0,4097
200 pL/mL 58,8 (10/17) ’ o
100 pL/mL 46,1 (6/13) 1.6 03-7,1  0,7489
200 pL/mL 58,8 (10/17) ’ s ’

T Foram considerados somente os foliculos com crescimento folicular lento dentro de cada

tratamento.

I.C.: intervalo de confianga.
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Tabela 4. Razdo de possibilidades (Odds ratio) para extrusdo e/ou degeneracdo folicular de
acordo com o cultivo in vitro nos sistemas 2D (controle) e 3D por levitagdo com diferentes

concentragdes (50, 100 e 200 uL./mL) de nanoparticulas.

"Categoria de
crescimento lento

Extrusdo e/ou
degeneracdo folicular (%)

Odds ratio 1.C. (95%) P-valor

Controle 66,6 (14/21) 1.6 0,3-7,9 0,8687
50 uL/mL 55,5 (5/9)
Controle 66,6 (14/21) 2.3 0,5-9,6 0,4108
100 pL/mL 46,1 (6/13)
Control 66,6 (14/21
ontrole ,6 (14/21) 6,5 1,5-27.4 0,0203
200 pL/mL 23,5 (4/17)
50
uL/mL 55,5 (5/9) 1,0 0,2-80  1,0000
100 pL/mL 46,1 (6/13)
50
uL/mL 55,5 (5/9) 4.1 0,7-22,8 0,2302
200 pL/mL 23,5 (4/17)
100
uL/mL 46,1 (6/13) 2.7 0,5-133 03619
200 pL/mL 23,5 (4/17)

T Foram considerados somente os foliculos com crescimento folicular lento dentro de cada

tratamento.

I.C.: intervalo de confianga.

Independente do tratamento observou-se o aumento progressivo (P < 0,05) na taxa de

formag@o de antro durante o cultivo in vifro (Figure 9). Ao comparar os tratamentos dentro do

mesmo dia de cultivo, o grupo controle apresentou maior (P < 0,05) porcentagem de formagio

de antro no D4 em relagdo aos demais tratamentos. No entanto, ao final do cultivo, a maior (P

< 0,05) proporgdo de foliculos com antro foi observada no tratamento 200 uL/mL em relag@o

aos grupos controle e 50 ulL./mL.
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Figura 9. Porcentagem de formag@o de antro durante o cultivo in vifro nos sistemas 2D
(controle) e 3D por levitagdo com diferentes concentragdes (50, 100 e 200 uL/mL) de
nanoparticulas compostas de ouro, 6xido de ferro e poli-L-lisina.

A8 Entre tratamentos e dentro do mesmo dia de cultivo in vitro (P < 0,05).

“>PDentro do tratamento e entre dias de cultivo in vitro (P < 0,05).

A taxa de crescimento folicular didria e a condigdo folicular (formagdo de antro,
formac¢do e manutengdo do antro e degeneracdo e/ou extrusdo folicular) apresentaram
correlagdo positiva (P < 0,05) durante o cultivo in vitro (Figura 10A). Dentro da condigdo
folicular, a propor¢do de foliculos sem formagdo de antro foi superior (P < 0,05) nos
tratamentos controle e 50 pL/mL em relagdo ao 200 uL/mL (Figura 10B). O tratamento 200
uL/mL apresentou maior (P < 0,05) taxa de formag¢do e manutencdo do antro quando
comparado aos demais grupos. Além disso, a degeneracdo e/ou extrusdo folicular apos a

formacdo do antro foi superior (tendéncia significativa, P = 0,07) no grupo controle em

relagdo ao 200 pL/mL.
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Figura 10. (A) Anélise de regressdo linear entre a condi¢do folicular e a taxa de crescimento
(um/dia) apos o cultivo in vifro. Cada circulo no grafico representa um foliculo avaliado (n =
208). Para analise de regressdo, os foliculos foram classificados quanto a condi¢io folicular
(variavel dependente) em: 1 = sem antro, 2 = manuten¢do do antro; 3 = extrusado e/ou
degenerado. A analise de regressdo estd representada pela reta (linha preta) e formula
[condigdo folicular = 1,623 + (0,0215 x taxa de crescimento folicular)]; r = 0,25; R* = 0,06; P
< 0,001. (B) Frequéncia de distribuicdo da condig@o folicular apds o cultivo in vifro nos
sistemas 2D (controle) e 3D por levitagdo com diferentes concentragdes (50, 100 e 200
ul/mL) de nanoparticulas compostas de ouro, 6xido de ferro e poli-L-lisina.

ABLC Entre tratamentos e dentro da mesma condigo folicular (P < 0,05).

" Tende a diferir do tratamento 200 uL/mL (P = 0,07).



52

As variaveis periodo médio em dias, didmetro folicular e didmetro folicular relativo
foram analisadas no momento da formagdo do antro (Figuras 11A,B,C). A formagdo do antro
ocorreu no grupo controle em média 3,3 dias, 1,2 dias e 3,9 dias antes (P < 0,05) em relago
aos grupos 50, 100 e 200 uL/mL (Figura 11A), respectivamente. O didmetro folicular ndo
diferiu (P > 0,05) entre os tratamentos (Figura 11B), entretanto, o diametro folicular relativo
foi superior (P < 0,05) nos tratamentos 50 e 200 pL/mL quando comparado ao controle e 100
uL/mL (Figura 11C). O efeito do tratamento e do periodo da formacgdo do antro sobre a
porcentagem de foliculos morfologicamente normais ao final do cultivo (D16) foram
avaliados (Figura 11D). A propor¢do de foliculos que sobreviveram até o D16, apos a
formacdo de antro no D4, foi superior (P < 0,05) nos tratamentos 100 e 200 uL/mL em

comparag@o ao controle.
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Figura 11. Varidveis (média + epm) determinadas em foliculos pré-antrais bovinos [(A)
periodo de dias; (B) diametro folicular; e (C) didmetro folicular relativo] no momento da
formacgdo do antro durante o cultivo in vitro nos sistemas 2D (controle) e 3D por levitagdo
com diferentes concentragdes (50, 100 e 200 pL/mL) de nanoparticulas compostas de ouro,
oxido de ferro e poli-L-lisina. (D) Efeito do tratamento e do periodo da formagdo do antro
sobre a porcentagem de foliculos normais ao final do cultivo in vitro (Dia 16).

AP Entre tratamentos e dentro do mesmo periodo de cultivo folicular (P < 0,05).

ns: ndo significante (P > 0,05).

7.4 MATURACAO IN VITRO

As taxas de recuperag@o ovocitaria ao final do cultivo, de viabilidade e de retomada da
meiose apoOs a maturagdo in vitro estdo demonstradas (Tabela 5). O tratamento de 200 puL/mL
apresentou a proporc¢do superior (P > 0,05) de ovocitos recuperados ao final do periodo de
cultivo em relag@o ao tratamento de 100 pL/mL. Entre os tratamentos do 3D a maior taxa de
viabilidade ovocitaria foi observada no grupo de 200 uL/mL. Por outro lado, este tratamento
apresentou propor¢do de retomada da meiose semelhante (P > 0,05) aos demais tratamentos.

Apenas os ovocitos desenvolvidos no cultivo 3D alcangaram a fase de MI apds a retomada da
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meiose. O didmetro ovocitario do controle foi maior (P > 0,05) comparado ao de 200 uL/mL

e a espessura da zona peltcida foi semelhante (P > 0,05) entre os tratamentos.

Tabela 5. Percentual de recuperagdo ovocitaria, viabilidade ovocitaria, retomada meidtica,
vesicula germinativa (VG), quebra da vesicula germinativa (VGBD), metafase I (MI) e
metafase I (MII) de ovocitos de foliculos pré-antrais cultivados in vifro nos sistemas 2D
(controle) e 3D por levitagdo com diferentes concentragdes (50, 100 e 200 puL/mL) de
nanoparticulas.

Recuperagio Viabilidade Retomada

Tratamentos VGBD Ml MII
Ovocitaria Ovocitaria Meiotica

Controle 39,5 (32/81)*" 62,5 (20/32)™" 45,0 (9/20)* 100,0 (9/9)™ - -

50 uL/mL 43,4 (20/46)"" 45,0 (9/20)* 88,8 (8/9)° 75,0 (6/8)* 25,0 (2/8)* -

100 pL/mL 32,6 (15/46)* 33,3 (5/15)* 20,0 (1/5)* - 100,0 (1/1)* -

200 uL/mL 55,0 (22/40)°  77,2(17/22)° 64,7 111" 81,8 (9/11)* 182 (2/11)*

P Letras diferentes na mesma coluna (P < 0,05).
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8 DISCUSSAO

Este estudo foi o primeiro a testar o sistema de cultivo tridimensional por levitagdo
magnética com nanoparticulas formadas de ouro, 6xido de ferro e poli-L-lisina no cultivo in
vitro de foliculos pré-antrais independente da espécie.

Os grupos do sistema em 3D mantiveram a viabilidade folicular por mais tempo
comparado ao controle. Adicionalmente, dentro do tratamento cultivado com a maior
concentragdo de nanoparticulas a taxa de degeneracdo folicular se manteve constante até o
D12 do cultivo in vitro. Taxas superiores de viabilidade folicular também foram reportadas no
cultivo tridimensional de foliculos pré-antrais caprinos e de murinos associada a maior
concentragdo da matriz (SILVA et al, 2015b). O sistema de cultivo em 3D favorece a
sobrevivéncia folicular por mimetizar as condigOes ambientais da matriz ovariana. A
vantagem desta mimetiza¢do ¢ a manutencdo da estrutura geral do foliculo o que mantém as
vias de comunicagdo entre células da granulosa e o ovocito permitindo a maturagdo normal do
mesmo (JOO et al., 2016). Além disso, os sistemas 3D podem controlar a maturagdo do
foliculo de forma similar ao cértex ovariano que desempenha pressdo fisica e rigidez
regulando o desenvolvimento dos foliculos (WEST et al., 2007; XU et al., 2009).

A propor¢do de foliculos extrusos aumentou ao longo do periodo de cultivo com
excecdo do grupo 100 uL/mL. O processo de extrusdo ocorre devido a ruptura da membrana
basal e neste estudo a associa¢do das nanoparticulas com a levitagdo magnética garantiu a
protecdo da estrutura folicular € da membrana basal durante o desenvolvimento in vitro. Os
sistemas de cultivo em 3D permitem que o foliculo mantenha seu desenvolvimento, assim
como a sua morfologia reduzindo a tensdo colocada no complexo granulosa-ovécito como
acontece quando cultivado em sistema 2D (GREEN; SHIKANOV, 2016). Além disso, taxas
mais elevadas de extrusdo nos foliculos cultivados no sistema 2D s3o explicadas pela

manuten¢do inadequada da arquitetura tridimensional e a outros fatores como o
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remodelamento inadequado da membrana basal folicular. Estudos anteriores sugerem que o
controle da matura¢do do foliculo no cortex ovariano pode estar associado a pressdo fisica e
rigidez do tecido [20, 21]. Portanto, espera-se que as caracteristicas biomecanicas do
microambiente 3D desempenhem um papel na regulacdo dos fenotipos e da fungéo das células
ovarianas.

Os diametros foliculares e as taxas de crescimento foram semelhantes entre os
tratamentos com excec¢do do grupo de 200 puL/mL que apresentou o didmetro e a taxa de
crescimento inferiores ao controle no final do periodo de cultivo. A matriz de nanoparticulas
pode ter exercido resisténcia ao crescimento folicular. Esse resultado sugere que um ambiente
mais rigido se assemelha ao estroma ovariano favorecendo o desenvolvimento controlado dos
foliculos pré-antrais. Resultados semelhantes foram observados no cultivo 3D de foliculos
pré-antrais de primatas para a maior concentragdo da matriz alginato (XU et al., 2009). Este
fato reforga a hipodtese de que o cortex ovariano € mais rigido e por isso € relativamente ndo-
permissivo para o crescimento do foliculo ao contrario da zona perimedular que € menos
rigida e consequentemente mais permissiva. Portanto, a migragdo dos foliculos pelo estroma
ovariano estaria relacionada a regulagdo da diferenciacdo celular no ovario devido a
influéncia mecanica de cada zona (WOODRUFF; SHEA, 2011).

O tratamento de 200 pL/mL apresentou taxas diarias de crescimento mais homogéneas
observado pelo menor desvio padrdo e varidncia. Em adigdo, este grupo também apresentou
maior propor¢do de foliculos com crescimento lento em relagdo ao controle e ao de 50
uL/mL. A superficie folicular aumenta cerca de 500 vezes do estagio primordial até o pré-
ovulatério nos bovinos. O crescimento regular favorece o desenvolvimento ovocitario
sincronizado com a proliferagdo das células da granulosa e reorganizac¢do do citoesqueleto da
membrana basal (RODGERS; IRVING RODGERS, 2003). Desta forma, o processo de

desenvolvimento folicular requer o remodelamento tecidual extensivo o qual envolve a
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degradacdo organizada e a reconstru¢do da membrana basal (BROWN et al., 2006). Além
disso, a correlagdo positiva entre o crescimento rapido e a degeneracdo e/ou extrusdo dos
foliculos ap6s a formagdo do antro observado neste estudo também foi observada no cultivo
de foliculos pré-antrais caprinos submetidos a altas concentra¢cdes de FSH (APOLLONTI et al.,
2016).

Dentro do grupo dos foliculos classificados com crescimento lento, o tratamento com
200 uL/mL apresentou maior chance de formagdo e manutencdo do antro em relagdo ao
controle. Além disso, o tratamento controle apresentou 6 vezes mais chances de apresentar
foliculos degenerados e/ou extrusos comparado ao tratamento com 200 ul/mL. O
crescimento homogéneo associado a protecdo da membrana basal observado no cultivo 3D
propiciou o ambiente ideal para a formagdo e manutengio do antro e seu fluido. A formagio
do antro ¢ considerada fator essencial para o desenvolvimento folicular, pois seus
componentes bioquimicos sdo essenciais para a esteroidogénese, maturacdo final dos
ovocitos, ovulagdo e transporte do ovocito pela tuba uterina (FAHIMINIYA; GERARD,
2010; RODGERS; IRVING RODGERS, 2010).

Neste estudo, ao final do cultivo a maior propor¢do de formagdo de antro foi
observada no grupo de 200 uL/mL em relagdo ao controle e 50 uL/mL. Além disso, o sistema
3D (100 e 200 uL/mL) favoreceu a sobrevivéncia dos foliculos com formagdo precoce do
antro. Foliculos pequenos com formag@o do antro tém a maior possibilidade de sofrer
extrusdo folicular, pois o fluido folicular exercera uma pressdo interna sobre a membrana
basal. Para que ocorra o desenvolvimento do foliculo € importante a manutengido das
projegdes transzonais e a preservagdo das comunicagdes bidirecionais entre as células
foliculares (WOODRUFF; SHEA, 2011). Adicionalmente, a maior taxa de formagdo de antro
e viabilidade folicular também foram observados no co-cultivo de foliculos de ratos no

sistema 3D (Tagler et al. (2012).
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Ao final do cultivo, os ovocitos foram recuperados e submetidos ao processo de
maturagdo no qual observou-se taxa de viabilidade ovocitaria superior no tratamento de 200
uL/mL em relagdo aos grupos de 50 e 100 pL/mL. Em adi¢cdo, apenas os ovocitos
desenvolvidos no cultivo 3D alcangaram a fase de MI apos a retomada da meiose. Entende-se
que a preservagdo das principais caracteristicas morfologicas do foliculo durante o cultivo e,
consequentemente, ovocitarias como as proje¢des transzonais entre as células do ovécito e da
granulosa proporcionam uma percentagem significativamente maior de ovocitos vidveis e
maduros (BARRETT; SHEA; WOODRUFF, 2010).

A levitagdo magnética se mostrou um método mais simples comparado a manipulagdo
das outras matrizes e os resultados sdo promissores para aperfeigoar o cultivo in vitro de
foliculos pré-antrais Por fim, conclui-se que o sistema de cultivo tridimensional com
nanoparticulas associadas a levitagdo magnética propiciou o desenvolvimento in vifro dos
foliculos secundarios bovinos com taxas superiores de viabilidade folicular,formagio e

manuten¢do do antro além de crescimento regular comparado ao sistema convencional.
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