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RESUMO

No presente experimento analisou-se a produgdo de embrides bovinos submetidos ao
sistema 3D por levitagao magnética associada a nanoparticulas compostas por ouro, 6xido
de ferro e poli-L-lisina, comparado ao sistema tradicional 2D de produgdo in vitro de
embrides. Foi testado o sistema 3D na etapa de cultivo in vitro em diferentes qualidades
de ovdcitos (BOM e RUIM) nas concentragdes de 50 uL e 75 puL de nanoparticulas. A
avaliagdo do resultado foi baseada das taxas de clivagem e formagao de blastocisto, sendo
a analises estatisticas realizadas por meio do software Sigma Plot versdao 11.0 (Systat
Software Inc, San Jose, California, EUA). A clivagem apresentou resultados similares em
cultivo bidimensional (2D) e tridimensional (3D) de diferentes concentragdes de
nanoparticulas de diferentes qualidades de ovocitos testados. Diferente da formacgao de
blastocisto, que ndo se formou em nenhum dos tratamentos, devido a provavel formagao
de campo magnético promovido pelo drive magnético na etapa de cultivo in vitro, ja que

ambos os tratamentos 2D e 3D foram cultivados na presenca do drive magnético.

Palavras-chave: Producdo in vitro de embrides, levitagdo magnética.



ABSTRACT

The present experiment analyzed a production of bovine embryos submitted to the 3D
system by magnetic levitation associated with nanoparticles composed of gold, iron
oxide and poly-L-lysine, compared to the traditional 2D system of PIVE. In which the
3D system was tested in vitro in different doses of ovules (BOM and RIM) in
concentrations of 50 uL and 75 pL of nanopart. Sigma Plot was version 11.0 (Systat
Software Inc., San Jose, California, USA). The cleavage presents similar results in a
two-dimensional (2D) and three-dimensional (3D) environment of different groups of
nanoparticles of different qualities of oocytes tested. Difference in the formation of
magnetic field promoted by the gold nanoparticles, iron hydroxide and poly-L-lysine
when taken to the magnetic disk in the in vitro culture stage, in which both 2D and 3D

treatments were cultivated in the presence of the magnetic drive.

Keywords: in vitro embryo production, magnetic levitation.
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1. INTRODUCAO

A produgdo in vitro de embrides (PIVE) ¢ uma biotécnica reprodutiva que visa
aumentar a produ¢do de animais geneticamente superiores (Varago et al., 2008). Para
isso, permite que ocorra as etapas que compde a PIVE, as quais sdo: maturacdo in vitro
de ovécitos (MIV), fecundagao in vitro (FIV) e cultivo in vitro de embrides (CIV) que
dardo origem ao futuro embrido fora do utero do animal, em ambiente laboratorial

(GONCALVES et al., 2008).

Na etapa de MIV, os ovocitos recebem estimulos provenientes do meio no qual
estao inseridos para finalizar a meiose envolvendo altera¢des nucleares e citoplasmaticas
essenciais para a fecundagao e posterior desenvolvimento embrionario (DADARWAL et
al., 2015). Caso esses estimulos nao sejam eficientes, os ovdcitos nao serao fecundados
ou ndo terdo capacidade de dar continuidade ao desenvolvimento do embrido
(MEIRELLES et al., 2004). Posteriormente, na etapa de FIV, ocorre o encontro do
espermatozoide com o ovocito que vai formar o zigoto (YANG et al, 1993;
GONCALVES et al., 2008). Finalizadas as etapas de MIV e FIV, o zigoto, passara por
diversas divisdes celulares chamadas de clivagem até se desenvolver em blastocisto na
etapa de CIV (SANGILD et al., 2000), sendo de suma importancia ter um ambiente

controlado para que ocorra esse desenvolvimento celular (NAGAL 2001).

Apesar dos avangos, essa biotécnica ainda apresenta desempenho aquém do ideal
no que se refere a producdo de embrides, com uma taxa de 40% dos ovocitos atingindo o
estagio de blastocistos (LONERGAN; FAIR, 2008) para laboratorios comerciais € 30 %
em ambiente de pesquisa (MAPLETOFT, 2013). Estes indices permanecem estagnados
sem aumento significativo da producdo. Assim, o desenvolvimento de estudos para
encontrar novos métodos de cultivo celular para aumentar as taxas de produg¢ao na PIVE

e melhorar a qualidade dos blastocistos ¢ de grande relevancia cientifica.

O atual sistema de cultivo da PIVE, denominado bidimensional (2D), apresenta
diversas desvantagens, devido ao fato de as células permanecerem em contato direto com

a placa, causando o achatamento celular, o qual compromete o crescimento ovocitario, a
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competéncia meidtica e o desenvolvimento embrionario (ARAUJO et al., 2014). Devido
esta ocorréncia, foram desenvolvidos sistemas de cultivo tridimensional (3D), dentre eles
o sistema de levitagdo magnética, o qual se baseia na adesdo de nanoparticulas compostas
por ouro, 0xido de ferro e poli-L-lisina, em conjunto com drive magnnético colocado
sobre a placa de cultivo, formando assim um campo de levitagdo celular magnético,
mimetizando o ambiente natural de desenvolvimento celular, reduzindo a tensdo

ocasionada no cultivo bidimensional (2D) (LEIBFRIELD-RUTLEGE, 1999).

Em vista disso, levantou-se a hipdtese que este sistema tridimensional de cultivo
in vitro pode favorecer o desenvolvimento e qualidade embriondaria. Portanto com este
experimento visou-se analisar a maturacao de ovécitos e a producao de embrides bovinos
submetidos ao sistema tridimensional (3D) por levitagio magnética associada a
nanoparticulas compostas por ouro, 6xido de ferro e poli-L-lisina, comparada ao sistema

bidimensional tradicional (2D) na produgao in vitro de embrides (PIVE).
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2. OBJETIVOS
Analisar a produgdo embrionaria de zigotos bovinos submetidos ao cultivo in vitro

(CIV) de embrides em sistema tridimensional (3D), comparada ao sistema tradicional

bidimensional (2D) na produgao in vitro de embrides (PIVE).
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Producao in vitro de embrioes

A produgdo in vitro de embrides (PIVE) consiste na formagdo de um novo
individuo através da interagdo do espermatozoide com o ovocito em ambiente laboratorial
(GONCALVES et al., 2008). Esta biotécnica, pode ser utilizada em animais pré-puberes,
gestantes ou lactantes e animais que apresentam problemas de fertilidade (BRACKETT,

ZUELKE, 1993).

O processo de maturagdo abrange uma série de mudangas no citoplasma e no
nucleo do ovocito, para que este se torne apto a fecundagdo com consequente
desenvolvimento até o estagio de blastocisto (DADARWAL et al., 2015). Observa-se que
o ovocito durante todo seu desenvolvimento encontra-se na fase diploteno da profase I ou
estagio de vesicula germinativa (VG). Nessa etapa ocorre a retomada da meiose ou
maturacdo nuclear de forma fisiologica in vivo com a ovulagdo, apds o pico pré-
ovulatorio de LH, ou com a retirada do ovocito do ambiente folicular e suplementacao
exdgena do hormonio no ambiente in vitro, uma vez que o ovdcito se encontrava em
dorméncia na fase de dipldoteno da profase I. Com a retomada do desenvolvimento, ocorre
o rompimento da vesicula germinativa e liberacdo do primeiro corpusculo polar. Desta
forma, constata-se que a maturacdo nuclear do ovocito abrange a progressao do estagio
de diploteno da profase (meiose I) até a fase da metafase (meiose II) (PANGAS et al.,
2003). Além disso, é necessario que os ovocitos apresentem, durante a fase final do
crescimento folicular, a competéncia de completar a maturagao citoplasmatica, e assim,
suportar o desenvolvimento embrionario (BLONDIN et al., 2002; LEQUARRE et al.,
2005).

A etapa de fecundagdo refere-se ao processo em que o espermatozoide entra em
contato com o ovocito, gerando o zigoto. No processo in vivo, os espermatozoides
necessitam chegar até a ampola da tuba uterina para fecundar o ovocito. Durante esse
caminho percorrido, as substancias presentes no sistema reprodutor da fémea estimulam
a capacitagdo dos espermatozoides, situacdo em que ocorrem modifica¢des bioquimicas
resultado na hiperativagdo espermatica. Essa capacitagdo espermatica possibilita a ligacdo

da membrana do espermatozoide a receptores especificos na zona pelucida do ovocito,
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ocorrendo a reagdo acrossdmica e fecundacao. J4 no procedimento in vitro para que
ocorra esse processo de capacitagdo, deve haver um ambiente proprio, com a presenca de
agentes capacitantes, a fim de viabilizar o metabolismo do ovécito, e manter a funcdo
espermatica eficaz para que ocorra uma hiperativagdo e capacitacao eficientes, resultando
entdo na fecundagio (YANG et al., 1993; ASSUMPCAO et al., 2002; GONCALVES et
al., 2007).

Apo6s a maturacao e fecundagdo, o zigoto passa por inumeras divisdes celulares
até formar um blastocisto. No entanto, ha um periodo de risco para o desenvolvimento do
embrido logo ap6s a fecundag@o que ocorre na transicdo materno zigdtica. em que ocorre
ativacao do genoma do embrido e de suas proteinas, os quais deixam de ser produzidos
pelo transcrito materno (YAN et al., 1993; ASSUMPCAO et al., 2002; GONCALVES et
al., 2007). Enquanto o zigoto estd em desenvolvimento, ¢ avaliada a taxa de clivagem

com 48 a 72 horas apds a fecundagdo e taxa de blastocistos no 7° dia de cultivo.

Durante o processo da PIVE ¢€ necessario cumprir as exigéncias adequadas para
que haja sucesso no desenvolvimento da célula, a exemplo do ambiente, a uma
temperatura de 39° C com atmosfera controlada (5% de oxigénio, 5% de gas carbonico e
90% de nitrogénio e umidade saturada) (GONCALVES et al., 2007; VARAGO et al.,
2008).

3.2 Cultivo embrionario

No cultivo embrionario ocorrem diversas alteragdes morfologicas no zigoto até
que ocorra a diferenciagdo em blastocisto, periodo esse chamado de pré-implantagdo
(WATSON et al., 2004). Dentre os diversos eventos que caracterizam esse periodo, esta
o estimulo do genoma embrionario, considerado um momento critico. Visto que, ¢ o
periodo no qual ocorre a ativagdo do genoma embriondrio e a sintese de novas proteinas,
que passam a ser realizadas pelos transcritos embriondrios ao invés dos transcritos
maternos e passam a conduzir o desenvolvimento inicial (STITZEL; SEYDOUX, 2007).
Esse fendmeno ¢ um processo complexo que requer uma série coordenada de
modifica¢des nucleares e citoplasmaticas. Segundo Kanka (2003), estas modificagdes
ocorridas no inicio, na estrutura da cromatina de embrides em estadios iniciais t€m um

significativo papel na ativagdo do genoma, entretanto ndo sdo o bastante para ativar a
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transcri¢do. A ocorréncia da ativagdo do genoma em ruminantes, ocorre entre o estadio
de 8-16 células, quando acontecem as mais importantes alteragdes na ultraestrutura do

nucléolo do blastomero e nos padrdes de sintese protéica (MEMILI; FIRST, 2000).

Porém ha diferencas morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas entre o estaddio
embriondrio denominado zigoto e o estadio final blastocistos. E dentre as principais
mudangas morfolégicas do embrido verifica-se a compactacao dos blastomeros (morula
compacta) e o desenvolvimento da blastocele (blastocisto inicial) (BIGGERS et al.,
1988). No que diz respeito a compactagao dos blastometros, esta estd relacionada ao
estabelecimento da polaridade dos blastomeros, apresentando uma modificacdo nos
mecanismos homeostaticos disponiveis para o embrido. E caracterizada por um aumento
do contato celular entre blastdmeros, por meio de bases moleculares de agregacao, regidas
por moléculas de adesdo presentes em sua superficie que impede limites celulares

individuais (WATSON; BARCROFT, 2001).

ApOs a compactagdo, as células embriondrias proximas a zona pelicida (ZP)
iniciam a formacao de complexos de adesdo adicionais, jungdes tight, que estabelecem
seus sistemas de transporte de ions em preparagdo para a formag¢dao do blastocisto
(FLEMING et al., 2000), o qual ¢ caracterizado pela diferenciacio de células do
trofoderma, que se encontram mais externamente e envolvem a blastocele e pela formacao
da massa celular interna (GOPICHANDRAN; LEESE 2003). Virios fatores
transcricionais estdo envolvidos na génese dessas duas linhagens celulares que compdem
o blastocisto envolvidos diretamente na formagao do trofectoderma e no desenvolvimento

da massa celular interna (HOME et al., 2009).

As condig¢des de cultivo embrionario in vitro sao consideradas muito importantes
para que seja proporcionado todo aporte necessario para que ocorra desenvolvimento
celular citado acima, resultando em bons indices de produ¢do. Em vista disso, pesquisas
tem sido realizadas visando avaliar o efeito que diferentes fatores, intrinsecos e
extrinsecos, que possam exercer sobre o metabolismo e capacidade de desenvolvimento
destes embrides, como por exemplo, a composicdo dos meios de cultivo, condi¢des de
temperatura e atmosfera gasosa, adi¢do de aminoécidos, vitaminas, macromoléculas e
fatores de crescimento e o uso de diversos sistemas de cultivo durante esta fase de

desenvolvimento embrionario (NAGAIL 2001).
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3.3 Sistema de Cultivo Tradicional Bidimensional (2D)

O atual sistema de cultivo da PIVE ¢ considerado bidimensional (2D) por
acontecer em placas onde as células permanecem com uma de suas superficies em contato
direto com a placa (ARAUJO et al., 2014). Nesta técnica, permite que as células sejam
remodeladas, de modo que ocorra alteracdo morfoldgica da célula se diferindo assim, ao
que ocorre in vivo. Interferindo assim no crescimento oocitario, a competéncia meiodtica

e 0 desenvolvimento embrionario.

Mediante os aspectos negativos apresentados neste cultivo, salienta-se a
importancia em investir em técnicas que se assemelhem ao processo fisioldgico que

ocorre in vivo, como por exemplo, o sistema tridimensional de cultivo (3D).

3.4 Sistema de Cultivo Tridimensional (3D)

O sistema de cultivo 3D pode ser realizado por meio de diferentes técnicas, como:
matrizes com componentes naturais como: alginato (DORATI et. al; 2016), matrizes
sintéticas como hidrogel (GREEN; SHIKANOYV, 2016) e nanoparticulas associadas a
levitagdo magnética (SOUZA et al., 2010). Esta técnica, apresenta como um de seus
fatores positivos, a conservacao da morfologia pré-existente da célula (BERKHOLTZ, et

al., 2006).

O sistema de cultivo 3D possibilita a manutengdo da estrutura tridimensional da
célula, mantendo a relagdo célula-célula/ célula-estroma. O método de levitacdo
magnética por nanoparticulas, tem como principio a magnetizacdo das células por meio
de nanoparticulas formadas por poli-lisinas, 4tomos de ferro e ouro, resultando na
levitagdo induzida por magnetismo, que ndo apresenta efeitos toxicos, ndo induz resposta
inflamatoria e ndo afeta a proliferacao celular negativamente, o que ocorre ¢ o oposto,
esta matriz apresenta efeitos positivos na proliferacdo celular e também na sintese

protéica favorecendo assim, o desenvolvimento celular (SOUZA et al., 2010).

Visto isso, estudos estdo sendo realizados para que o cultivo 3D tenha maior

aplicabilidade e que cada vez mais mimetize o processo que acontece in vivo € maximize
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a produgdo para que possa ser utilizado em escala comercial (Varago et al., 2008). E em
decorréncia deste e outros fatores que, a utilizacdo de nanoparticulas e a levitacao
magnética estdo sendo operada além das biotécnicas reprodutivas, como em testes para
triagem de medicamentos, para modelo de algumas doencas e na regeneragdo de tecidos

corporais (Pankurst et al. 2003).
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4 MATERIAIS E METODOS:

4.1 Local e Obtencao e selecao dos ovocitos

Os ovarios foram coletados de vacas em abatedouro-frigorifico no municipio de
Uberlandia-MG e o transporte ocorreu em garrafa térmica com temperatura entre 35°C a
38°C, em um periodo maximo de quatro horas, até chegar ao seu destino final, no

Laboratorio de Reproducao Animal da Universidade Federal de Uberlandia.

Imediatamente ap6s a chegada dos ovarios, os ovdcitos foram obtidos pelo método
de aspiragdo dos foliculos ovarianos que apresentavam didmetro entre 3 a 8§ mm,
puncionados com o auxilio de uma agulha, calibre 18G acoplada a uma seringa de 10 mL.
Posteriormente, o fluido folicular obtido foi depositado em tubos plasticos de 15 mL e
deixados em repouso em banho maria (35°C a 38°C) por 10 minutos até a sedimentacao.
Este sedimento formado foi transferido para placas de Petri, ¢ avaliado sob um
microscopio estereoscopico (Olympus Optical®, modelo SZ-40/SZ-ST) para o

rastreamento dos ovocitos.

A classificagcdo dos ovocitos foi realizada por um unico observador, baseada no
método de Leibfried e First (1979) com adaptacdes, em que os ovocitos foram
classificados de acordo com sua morfologia em: Grau I (nucleo e citoplasma homogéneos
e com mais de 3 camadas de células do cumulus); Grau II (ovécitos compactos com trés
ou menos camadas de células do cumulus e ovocito com citoplasma levemente
heterogéneo); Grau III (ovocitos parcialmente desnudos, mostrando remogao de células
do cumulus em menos de um ter¢o da superficie da zona pelucida, com citoplasma
altamente heterogéneo), degenerados e atrésicos. Os ovdcitos classificadas em bons (grau
I e II) e ruins (grau III) foram utilizados para maturacdo, de acordo com cada tratamento.
Cada réplica do experimento teve a mesma qualidade e quantidade de ovdcitos por

tratamento.
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4.2 Desenho Experimental

DESENHO EXPERIMENTAL

‘ OVOCITOS ‘

‘ MATURACAO (MIV) ‘

‘ FECUNDACAO (FIV) ‘

‘ CULTIVO (CIV) ‘

CONTROLE CONTROLE CIV 3D 50 BOM CIV 3D 50 RUIM CIV 3D 75 BOM CIV 3D 75 RUIM
2D BOM 2D RUIM (50 pL) (50 pL) (75 pL) (75 uL)

ANALISE ANALISE ANALISE ANALISE ANALISE
FIVE FIVE FIVE FIVE FIVE

ANALISE PIVE:
+ TAXADE PRODUCAO: Taxa de clivagem e taxa de blastocistos.

Figura 1. Experimento — Efeito do cultivo in vifro tridimensional associado a

nanoparticulas magnéticas na taxa embrionaria de bovinos.

Fonte: Arquivo pessoal.
4.3 Producao in vitro de embrioes

Finalizada a seleg@o, os ovocitos seguiram para a etapa de maturagdo in vitro
(MIV), foram lavados duas vezes em meio de lavagem - base TCM-199 Hepes acrescida
de 10 % de soro fetal bovino, solucao de piruvato (0,11 mg/mL) e amicacina (83 mg/mL).
Apos este processo, os ovocitos foram lavados uma vez em meio base de maturagdo
constituido de base TCM-199 Bicarbonato acrescida de 10% de soro fetal bovino (0,11
mg/mL), amicacina (83 mg/mL), piruvato de sodio (22 pg/mL), FSH (0,5 pg/mL), LH (5
pg/mL) e seguiram normalmente para a placa de MIV, sendo distribuidos (10 a 15
ovocitos) de acordo com as classificagdes em ovdcitos bons e ovdcitos ruins, em gotas do
meio de maturagdo com 100 pL e em seguida incubados em estufa a 38,5°C em atmosfera

umida contendo 5% de CO2 durante 22 a 24 horas. Apos este periodo os ovdcitos foram
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observados em microscopio estereoscopico para avaliagdo da expansao das células do

cumulus, indicando a maturagao ovocitaria.

ApOs a maturagdo os ovocitos foram lavados em duas gotas do meio TALP-FERT
acrescido de amicacina (83 mg/mL), solugdo de piruvato (0,11 mg/mL), PHE (2 uM
penicilamina, 1 M hipotaurina, 1 M epinefrina), heparina (10 pg/mL) e albumina sérica
bovina (BSA) livre de acidos graxos essenciais (6 mg/mL), passados para a placa de FIV
em gotas de 100 uL do mesmo meio TALP-FERT seguindo a mesma distribuicao da
MIV. A fecundagdo foi realizada com sémen selecionado do mesmo touro para todas as
réplicas. As palhetas de sémen foram descongeladas e os espermatozoides submetidos ao
processo de selecdo e capacitagdo pelo método de centrifugacdo com gradientes
descontinuos de Percoll® adaptado de Parrish et al. (1995), realizado em tubos de 15 mL
com 1000 pL de Percoll 45% e 1000 pL de Percoll 90%, totalizando assim 2 mL dos
gradientes, submetidos a uma rotagdo durante 30 minutos. Com o fim da preparag¢ao, foi
avaliado motilidade e vigor, além da concentragdo por contagem em camara de Neubauer,
com o auxilio de um microscépio de luz e a partir dai foi calculada a quantidade de meio
TALP-FERT que foi acrescida no s€émen para que este se encontre na concentragao de
25 x 10° de espermatozoides/mL, sendo a dose inseminante utilizada de 4 pL por gota,
considerando assim o dia da FIV como o dia 0 (D0) do desenvolvimento embrionario. A
fecundagao foi realizada na placa de FIV em gotas contendo meio TALP-FERT. Os COCs
juntamente com os espermatozoides foram levados para a estufa por 12 a 18 horas nas

mesmas condi¢des da maturagao.

Finalizado o periodo da FIV os possiveis zigotos foram desnudados e lavados em
meio com base SOF (Synthetic Oviduct Fluid) suplementado com solu¢do de piruvato
(0,11mg/mL), amicacina (83 mg/mL), BSA livre de acidos graxos e baixa endotoxina (6
mg/mL) e soro fetal bovino (2,5%) e com o intuito de propiciar a aderéncia entre provavel
zigoto e nanoparticulas, foram transferidos para microtubos de 200 pL em grupos de 10,
distribuidos em seis tratamentos totais, segundo os tratamentos ja pré selecionados na
MIV: cultivo dos provaveis zigotos selecionados como ovdcitos bons e ruins na MIV em
sistema bidimensional tradicional (CIV 2D BOM e CIV 2D RUIM) contendo 100 pL
meio SOF e quatro tratamentos, em que os provaveis zigotos selecionados como ovoécitos
bons e ruins na MIV foram cultivados em sistema tridimensional por levitagdo magnética

utilizando nanoparticulas compostas por ouro, O0xido de ferro e poli-L-lisina
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(NanoShuttleTM-PL, n3D, Bioscience, Inc., Houston, TX, USA) nas concentragdes de
50 uL/mL (CIV 3D 50 uL BOM e CIV 3D 50 RUIM) e 75 uL/mL(CIV 3D 75 uL BOM
e CIV 3D 75 uL RUIM). As nanoparticulas foram diluidas em meio SOF nas
concentragdes de cada tratamento totalizando 100 pL da solugdo. Os microtubos foram
levados para estufa por 12 horas nas mesmas condi¢des da maturagdo e em seguida os
provaveis zigotos pré-cultivados, foram transferidos para placa de 24 pocos com 500 uL
de meio SOF, sendo o contetdo de cada microtubo transferido para um pogo respeitando
cada tratamento, adicionado um drive magnético substituindo a tampa da placa e
incubados a 38,5°C em atmosfera imida contendo 5% de CO2 totalizando sete dias. No
D3 e D7 foram realizadas andlises de produc¢do, utilizando as taxas de clivagem e

blastocistos.

4.4 Analises de taxa de producio

o

Setenta e duas horas ap6s a fecundagao (D3) foi avaliada a taxa de clivagem (n
de zigotos clivados/n® de provaveis zigotos que foram para cultivo) e ao final do cultivo
(D7) foi estimado a taxa de blastocisto (n® de blastocistos/n® de provaveis zigotos que
foram para cultivo), no qual os embrides foram classificados por um Unico observador,
conforme o preconizado pela Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides
(STRINGFELLOW; SEIDEL, 1998). Estas avaliacdes foram todas realizadas com

auxilio do microscopio estereoscopico.

4.5 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por meio do software Sigma Plot versao
11.0 (Systat Software Inc, San Jose, California, EUA). Foi realizado o teste qui-quadrado
para comparagdo da porcentagem de clivagem e da produgdo de blastocistos entre os
tratamentos. Os dados foram apresentados na forma de porcentagem com grau de

significancia P < 0,05 indicando diferenca.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 812 ovdcitos bovinos foram submetidos a produgdo in vitro de
embrides em cultivo na presenga do drive magnético. Destes, 699 ovdcitos
posteriormente seguiram para cultivo em um sistema tridimensional (3D) e 113 ovdcitos
seguiram para cultivo em sistema bidimensional (2D). Todos os tratamentos com
diferentes concentracdes de nanoparticulas apresentaram levitagdo em contato com a
placa magnética (Figura 2). Adicionalmente, ndo houve contamina¢do em nenhuma das

rotinas realizadas.

Figura 2. Sistema de cultivo 3D de levitagdo magnética associado a nanoparticulas de
ouro, ferro e polo-l-lisina com presenca de provaveis zigotos.

Fonte: Arquivo pessoal.

A taxa de clivagem foi maior que 65% em todos os tratamentos, sendo a média de
75%. Além disso, esta taxa foi semelhante (P> 0,05) entre os tratamentos de cultivo
tridimesonal (3D). O tratamento 3D com 50 pL/mL ruim apresentou reducao na taxa de
clivagem comparado ao sistema bidimensional (2D). Nao foi observado produgdo e
estruturas embriondrias em nenhum dos tratamentos de cultivo 2D e 3D de diferentes

qualidades e concentragdes de nanoparticulas com o drive magnético (Tabela 1).
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Tabela 1- Percentual da taxa de clivagem e taxa de formagao de blastocisto.

TRATAMENTO % CLIVAGEM % BLASTOCISTO

CIV 2D BOM 81,7° (67/ 82) 0,0
CIV 2D RUIM 80,0° (56/ 70) 0,0
CIV3D50BOM  77,2% (61/79) 0,0
CIV3D50RUIM 65,42 (53/ 81) 0,0
CIV3D75BOM  78,0% (32/41) 0,0
CIV3D75RUIM 68,72 (33/ 48) 0,0

*a.0¢ 1 etras diferentes indicam diferenga estatistica (P < 0,05).

O sistema de cultivo 3D permite que ocorra manutengdo da estrutura
tridimensional da célula, mantendo a relagao célula-célula/ célula-estroma favorecendo o
desenvolvimento celular. Visto que mimetiza o ambiente celular natural e recria suas
funcdes nativas, assemelhando-se ao que ocorre in vivo (JIN et al., 2010, DESAI et al.,

2012).

No sistema de cultivo por levitagdo, as quais foram levadas ao drive magnético,
todas as estruturas levitaram. Para que isso ocorra e apresente desenvolvimento celular
similar ao que ocorre in vivo, € de suma importancia que o cultivo da PIVE ocorra livre
de contaminagdes indesejaveis que culminem em morte ou altera¢do no desenvolvimento
do futuro zigoto (FRESHNEY, R. L.; 1994). Estima-se que 18 a 36% de todos os
experimentos empregando linhagens celulares cultivadas tém a credibilidade

comprometida por contaminacdo (NATURE; 2009).

Clivagem ¢ o processo de divisdes celulares sucessivas do zigoto até se constituir
em blastocisto (Gongalves et al., 2007). Neste estudo, mesmo utilizando qualidades
diferentes de ovdcitos, todos os grupos apresentaram taxas de clivagem semelhantes e
satisfatorias. Para que isso ocorra, € necessario um ambiente adequado que favorega esse

processo in vitro, com meio, tempo, atmosfera e temperatura controlados, sendo propicio
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temperatura de 39°C com atmosfera controlada (5% de 02, 5% de CO2 e 90% de N2) e
umidade saturada (Gongalves et al., 2007; Varago et al., 2008).

Nao houve produgdo de blastocistos em nenhum dos tratamentos. Até a
diferenciagdo em blastocisto ocorre uma série de mudangas morfoldgicas, sendo elas a
compactagao do blastdmeros (morula compacta) e o desenvolvimento da blastocele
(blastocisto inicial). A compactagao esta envolvida no estabelecimento da polaridade dos
blastomeros, indicando uma mudanga nos mecanismos homeostaticos disponiveis para o
embrido. E caracterizada por um aumento do contato celular entre blastdmeros, o qual
permanece até o total desaparecimento dos limites celulares individuais por meio de

jungdes de adesdo (Watson e Barcroft, 2001).

Apo6s a formagao da morula compacta), as células embrionarias proximas a zona
pelucida (ZP) iniciam a formacdao de complexos de adesdo adicionais, em particular
jungoes tight e estabelecem seus sistemas de transporte de ions em preparagdo para a
formagao do blastocisto (Fleming et al., 2000), estadio no qual é caracterizado pela
diferenciagdo de células do trofectoderma, que se localizam externamente e circundam a

blastocele, e pela formacdo da massa celular interna (Gopichandran e Leese, 2003).

Existe a possibilidade de que o campo magnético criado pelo drive magnético
possa ter impedido o crescimento celular por alteragdes biologicas como: desregulacao
do controle de crescimento e proliferagdo celular, apoptose, desorganizacdo do
citoesqueleto e da morfologia, perda de dependéncia de ancoragem e inibi¢do por contato
(HANAHAN, D; WEINBERG, RA, 2011), visto que mesmo os tratamentos que ndo
foram tratados com nanoparticulas ndo apresentaram desenvolvimento de blastocistos.
Entretanto faz-se necessario mais estudos sobre os mecanismos moleculares que estariam
modulando estes processos. Segundo Chang (2008), a utilizagdo de nanoparticulas de
ouro utilizadas na radioterapia aumentou a apoptose de células tumorais em
camundongos. Contrapondo a este resultado, segundo Antonino e colaboradores (2018)
autilizacao de nanoparticulas na cultura 3D de foliculos secundarios de bovinos propiciou
o desenvolvimento in vitro destes com taxas superiores de viabilidade folicular e
manutencdo do antro além de crescimento regular comparado ao sistema convencional

2D.
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6. CONCLUSAO

O sistema de produgdo in vitro de embrides bovinos em cultivo tridimencional
(3D) com presenga de nanoparticulas magnéticas compostas por ouro, 6xido de ferro e
poli-L-lisina ndo interferiu no processo de clivagem, porém impediu a formagdo de

blastocisto.
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