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RESUMO

A utilizacdo da espécie bovina como modelo animal de estudo apresenta grande
importancia para a producdo pecuaria brasileira e mundial e mesmo na reproducédo assistida
humana. A maturacdo de ovdcitos bovinos consiste nos eventos de maturacdo nuclear e
citoplasmatica, essenciais para a fecundacdo e para o desenvolvimento embrionario inicial. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da utilizacdo de nanoparticulas
associadas a levitacdo magnética para cultivo tridimensional no processo de maturacgao in
vitro de ovacitos bovinos. Mil duzentos e cinquenta e oito ovocitos de qualidades boa e baixa
foram selecionados e incubados com e sem nanoparticulas e expostos a um drive magnético
no periodo da maturacdo. O processo de fecundacdo e cultivo in vitro ocorreram de maneira
tradicional. As avaliacbes para analise da maturacdo citoplasmatica ovocitaria foram
realizadas com auxilio de microscopia Confocal, no qual foram avaliadas morte celular;
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e dispersdo dos filamentos de actina, e
microscopia eletronica de transmissdo, onde foram mensuradas as &reas ocupadas por
mitocdndrias, vacuolos, granulos corticais e a dispersdo de microvilos no espago
perivitelinico. Foi possivel observar que o uso das nanoparticulas favoreceram a clivagem de
ovocitos ruins com maior concentracdo de nanoparticulas, porém a alta concentracdo de
nanoparticulas acarretou no aumento de producdo de EROS, reducdo nas areas ocupadas por
mitocdndrias e aumento da area ocupada por vactolos. Dessa maneira, a utilizacdo das
nanoparticulas, apesar de apresentar efeito benéfico na clivagem de ovocitos de baixa

qualidade, ndo apresentou um efeito benéfico na maturacdo citoplasmatica dos ovécitos.



ABSTRACT

The use of the bovine species as an animal model of study is of great importance for
Brazilian and world livestock production and even for human assisted reproduction. The
maturation of bovine oocytes consists of nuclear and cytoplasmic maturation events, essential
for fertilization and for early embryonic development. The present work aims to evaluate the
effects of the use of nanoparticles associated with magnetic levitation for three - dimensional
culture in the process of in vitro bovine oocyte maturation. One thousand two hundred and
fifty-eight oocytes of good and poor qualities were selected and incubated with and without
nanoparticles and exposed to a magnetic drive during the maturation period. The process of in
vitro fertilization and in vitro cultivation occurred in a traditional way. The evaluations were
performed with the help of confocal microscopy (cell death; production of reactive oxygen
species (ROS) and dispersion of actin filaments) and transmission electronics (areas occupied
by mitochondria; vacuoles; cortical granules and dispersion of microvilli in the perivitelinic
space). It was possible to observe that the use of nanoparticles favored the cleavage of low
quality oocytes with higher concentration of nanoparticles, but the high concentration of
nanoparticles resulted in increased ROS production, reduction in mitochondrial areas and
increase in the area occupied by vacuoles. Thus, the use of nanoparticles, despite having a
beneficial effect on the cleavage of low quality oocytes, did not have a beneficial effect on the

cytoplasmic maturation of oocytes.
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1. Introducgéo

A producdo in vitro de embrides (PIVE) é uma biotécnica utilizada como alternativa
para acelerar a reproducdo de animais com alto valor genético, sendo divida em quatro
momentos: maturagdo in vitro de ovacitos (MIV); fertilizacdo in vitro (FIV); cultivo in vitro
de embrides (CIV) e inovulacdo de embrides. E uma ferramenta de pesquisa da biologia e
fisiologia do desenvolvimento e é a partir dela que a producdo de clones e animais
transgénicos é realizada (BERNARDI, 2005). O desenvolvimento desta biotécnica iniciou-se
com experimentos em coelhos (LEWIS; GROGORY, 1929; PINCUS; ENZMANN, 1935) e
foi aprimorada para outras espécies — camundongos (WHITTEN; BIGGERS, 1968), ratos
(TOYODA; CHANG, 1974), humanos (STEPTOE; EDWARDS, 1978) e bovinos
(BRACKETT et al., 1982).

A utilizacdo da espécie bovina na producdo in vitro de embrides (PIVE) ganha
destaque nas pesquisas em biotecnologia da reproducdo buscando atender as necessidades do
campo da producdo de carne e leite, setor que apresenta grande importancia sdcio-econdmica
no Brasil (BELETTI, 2013). Além do interesse econdmico, ha também o interesse cientifico,
para as pesquisas basicas e aplicadas.

Os conhecimentos de cada etapa da producdo de embrides sdo essenciais para 0 seu
sucesso. Mesmo com o grande nimero de pesquisas e 0 avanco nas metodologias, a producao
de blastocisto ainda apresenta um indice de sucesso baixo (30-45%) e o0 sucesso de
implantacdo de embrifes transplantados mais baixo ainda (40-60% dos blastocistos
transferidos) (KANE, 2003; RUBIN, 2006).

O sucesso da PIVE esta diretamente ligado a qualidade dos ovocitos (SWAIN; POOL,
2008), aos espermatozoides utilizados na fertilizacdo (HANSEN, 2006) e as condi¢bes de
cultivo in vitro (controle do pH, osmolaridade, temperatura e tensdo de CO,) (LONERGAN;
FAIR, 2008). Na MIV, primeira etapa da producdo que se refere a cultura in vitro de ovécitos
imaturos, ovocitos provenientes de aspiracdo in vivo ou de ovarios oriundos de abatedouros de
animais sdo selecionados e recebem estimulos provenientes do meio no qual estdo inseridos
para evolucdo da meiose, envolvendo alteragdes nucleares e citoplasmaticas essenciais para a
fecundacdo e posterior desenvolvimento embrionario (DADARWAL et al., 2015). Os eventos
de maturacdo nuclear e maturacdo citoplasmatica séo distintos, poréem interligados. Caso
apenas a maturagdo nuclear ocorra, 0s ovdcitos ndo serdo fecundados ou, em caso de
fecundacdo, nédo terdo capacidade de dar continuidade ao desenvolvimento do embrido
(MEIRELLES et al., 2004).
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Usualmente, a MIV ocorre em placas de cultivo com a deposicdo de grupos de
complexos ovacito-cumulus (COCs) em microgotas de meio de maturagdo, nas quais 0s
COCs ficam em contato com a base da placa. Esse sistema de cultivo tradicional, também
chamado de bidimensional, ndo leva em consideracdo o ambiente natural das células que
naturalmente é tridimensional devido a presenca da matriz extracelular (HAISLER et al.,
2013).

Alternativas ao cultivo tradicional séo sistemas de cultivo tridimensional que estdo
cada vez mais sendo desenvolvidos, testados e aplicados no cultivo celular como uma
alternativa de aumentar o desenvolvimento das estruturas cultivadas. Um novo sistema de
cultivo tridimensional constituido de nanoparticulas formadas por ouro, 6xido de ferro e poli-
L-lisina e levitacdo magnética. Essa metodologia é escolhida por mimetizar o ambiente
natural da célula, ndo afetar a proliferacdo celular e ndo induzir resposta inflamatdria
(SOUZA et al., 2010) e por ter sido utilizada com resultados positivos nas associagdes entre
celulas, na sintese de matriz extracelular e na manutencdo da viabilidade celular (SOUZA et
al., 2010; DAQUINAG et al., 2013; HOGAN et al., 2016), além de apresentar trabalhos com
efeitos positivos na proliferacdo celular e sintese proteica (SOUZA et al., 2010; MOLINA et
al., 2010).

Dessa maneira, 0 presente estudo visa avaliar os efeitos da utilizacdo de nanoparticulas
associadas a levitacdo magnética no processo de maturacdo de ovécitos bovinos e seu efeito

na producdo in vitro de embrides.
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2. Revisao Bibliografica
2.1. Ovogénese

O processo de desenvolvimento de células germinativas primordiais (CGP) até o
estagio de ovdcito haploide fecundado é chamado de ovogénese (RUSSE, 1983). Esse
processo tem inicio no desenvolvimento embrionério da fémea, no qual as CGPs migram
desde o saco vitelinico até a crista gonadal (PETERS, 1970) devido a acdo de fatores como o
fator transformador de crescimento B (TGF ) e as proteinas morfogenéticas dsseas -4 (BMP-
4), -8b (BMP-8b) e -2 (BMP-2) (YING et al., 2001; SANCHEZ; SMITZ, 2012). Ao
alcancarem as cristas gonodais, as CGPs sofrem sucessivas mitoses que ddo origem a duas
linhagens celulares, uma que realiza redistribuicdo das organelas sendo chamada de ovogonia
(GORDON, 1994) e outra que permanece em interfase e periodicamente divide-se para
originar novas células germinativas primordiais que dardo origem a novas ovogonias
(HIRSHFIELD, 1991).

As ovogonias passam a ser chamadas de ovdcitos primarios quando realizam a
primeira divisdo meiotica e interrompem o processo no estagio de dipléteno na profase I, em
que os cromossomos se encontram descompactados e localizados no interior do nucleo,
chamado de vesicula germinativa (VG) (PICTON et al., 1998; SMITZ; CORTVRINDT,
2002). Essas células permanecem em dipldteno até que a fémea alcance a puberdade e, devido
a acao do hormoénio luteinizante (LH), o ovécito possa retomar a meiose (BETTERIDGE et
al., 1989; FIGUEIREDO et al., 2008).

Na puberdade, o pico pré-ovulatorio do LH leva ao rompimento da VG e a retomada
da meiose, que progride para metafase | a tel6fase | resultando na extrusdo do primeiro
corpusculo polar e na formacdo do ovoécito secundario, estdgio no qual ha uma segunda
interrupgdo da meiose (BETTERIDGE et al., 1989). Quando fecundado por um
espermatozoide, o ovocito sera capaz de finalizar a segunda divisdo meiotica e, assim, liberar
0 segundo corpusculo polar (MOORE; PERSAUD, 1994).

2.2. Maturacao Ovocitaria

A evolucdo do estagio imaturo de um ovocito primario para estagio de maturacdo

completa, préprio para sofrer fecundacao e sustentar o desenvolvimento embrionario inicial, é
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chamado de competéncia ovocitaria (MINGOTI et al., 2002; SIRARD, 2001). A competéncia
sO é alcangada por meio da acdo das células do cumulus, responsaveis pela producdo de
aminoacidos, metabolitos e fatores de crescimento que sdo transportados para o ovocito por
meio de jungdes comunicantes (GILCHRIST et al., 2008) e pela acdo do horménio foliculo
estimulante (FSH) que atua nas células do cumulus e estimula a proliferacdo dessas células,
além da sintese de esteroides e expressdo de receptores para LH (MARTINS et al., 2008).

A maturacdo ovocitaria ocorre gradualmente e pode ser dividida em: maturacdo
nuclear, caracterizada pela retomada da meiose bloqueada em VG até alcancar o estagio de
metafase Il; maturacdo citoplasmatica, em que ocorre a reorganizacdao da distribuicdo das
organelas citoplasmaticas; e maturacdo molecular, na qual ocorre sintese e armazenamento de
proteinas e RNAmM (ANGUITA et al., 2008; DODE, 2006; GONCALVES et al., 2008;
SIRARD et al., 2006).

2.2.1. Maturacéo Nuclear

A maturacdo nuclear consiste na producdo de um gameta haploide pela meiose da
célula germinativa, na qual o nucleo sai do estagio de VG e progride para metafase Il. Essa
retomada da meiose ocorre in vivo devido ao pico de LH (BETTERIDGE et al., 1989) e in
vitro o start é dado pela retirada do ovoécito do interior do foliculo (PINCUS; ENZMANN,
1935).

O estagio de VG é caracterizado por um ndcleo esférico e pela cromatina
descondensada. Interpreta-se que houve o desbloqueio da meiose quando ha a condensacédo
cromossémica e a desintegracdo da membrana nuclear, além da formacédo da placa metafésica
(LANDIM-ALVARENGA; CHOI, 1999). O desbloqueio da meiose é dependente de ativacdo
pelo fator promotor de maturacdo (MPF — maturation promoting factor), cuja acdo esta
relacionada a dissolugdo do nucléolo do envoltorio nuclear, a condensagdo cromossémica e a

reorganizacdo microtubular (VERDE et al., 1992).
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2.2.2. Maturacéo Citoplasmatica

A maturacdo citoplasmatica ocorre simultaneamente a maturacdo nuclear e consiste
em modificacBes ultraestruturais das organelas que envolvem alteracGes morfofisiologicas e

dispersdo pelo ooplasma.

As mitocondrias exercem papel essencial nos ovdcitos, sendo a producdo de adenosina
trifosfato (ATP), o controle de fons Ca®*, a reducdo da homeostase e participacdo na reacio
em cadeia da apoptose (DUMOLLARD et al., 2007). No estagio imaturo do ovdcito as
mitocdndrias sdo, em sua maioria, esféricas e com poucas cristras (READER et al., 2017),
além de apresentarem localizacao periférica. Apds a maturacdo ovocitaria, a forma e volume
mitocondrial sdo alterados e prevalecem mitocondrias no formato de capuz (HYTTEL, 2011)

com distribuicdo por todo o citoplasma (HYTTEL et al., 1986).

A cadeia respiratoria mitocondrial, ao produzir ATP, utiliza oxigénio como aceptor
final de elétrons que leva a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) — anions
superoxidos (Oy); peroxido de hidrogénio (H,O.); hidroxilas (OH"). Esses radicais, em
excesso, causam estresse oxidativo nas células, danos no DNA, RNA, proteinas e nas funcdes
mitocondriais (COMPORTI, 1989), inibem a fecundacdo do ovdcito pelo espermatozoide
(AITKEN et al., 1993), além de levar a morte celular (GUERIN et al., 2001).

Os granulos corticais sdo vesiculas de secrecdo produzidas pelo complexo de Golgi
(O’BRIEN et al., 2000). Estdo envolvidos no mecanismo de defesa do ovocito que previne a
poliespermia a partir da exocitose do seu conteido que causa alteragdes bioquimicas na zona
pelicida (READER et al., 2017). Em ovocitos imaturos, os granulos sdo encontrados em
clusters e ap6s a maturacdo ovocitaria ficam localizados individualmente préximos a
membrana plasmética (CROCOMO et al., 2013; HYTTEL, et al., 1986; L1U, 2011).

2.3. Cultivo 2D

O cultivo bidimensional de ovdcitos (2D) é realizado sobre a superficie plastica da
placa de cultura. Nesse tipo de sistema os COCs sdo depositados em microgotas de meio de
cultivo sob 6leo mineral (ARAUJO et al., 2014). No entanto, esse método de cultivo pode

causar deficiéncia na performance da fisiologia das células do cumulus (SUOFENG et al.,
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2007), pois as células se proliferam e se espalham pela superficie da placa de cultivo que pode
prejudicar no estabelecimento de juncGes do tipo gap entre cumulus e ovdcito. A
comunicacdo entre esses dois tipos celulares € importante para que o ovocito alcance a sua
competéncia com sucesso (GREEN; SHIKANOQOV, 2016).

2.4. Cultivo 3D

O sistema de cultivo tridimensional (3D) foi desenvolvido para tentar recriar um
ambiente artificial in vitro o mais proximo do ambiente natural in vivo das células. O objetivo
do cultivo 3D de ovdcitos é amenizar a tensdo que o COC sofre quando cultivado em sistema
bidimensional em contato com o fundo da placa (TELFER; MCLAUGHLIN, 2012). Existem
varias metodologias para se cultivar células tridimensionalmente, entre elas existem as
matrizes com componentes naturais (alginato, misturas de alginato e fibrina e matrigel) e as
matrizes com componentes sintéticos (hidrogel de poetilenoglicol — PEG e nanoparticulas)
(GREEN; SHIKANOV, 2016).

2.5. Cultivo 3D por Levitacdo Magnética

O cultivo tridimensional utilizando nanoparticulas e levitacdo magnética foi descrito
por Souza et al. (2010). As nanoparticulas utilizadas sdo compostas de ouro (material
biocompativel); 6xido de ferro (FesO;) (endégenos ao corpo humano e semelhante aos
materiais utilizados em ressonancia magnética); e sequéncias peptidicas de células-adesivas
(poli-L-lisina) que se aderem as células (NEUBERGER et al., 2005; SOUZA et al., 2010). A
levitacdo magnética ocorre quando as células aderidas as nanoparticulas sdo expostas a uma

placa com imas que é colocada sobre a placa de cultivo (SOUZA et al., 2010).

O cultivo tridimensional por levitacdo magnética utilizando esse tipo de nanoparticulas
foi utilizado na espécie bovina apenas no cultivo de foliculos pré-antrais (ANTONINO et al.,

2018), sendo testado pela primeira vez no presente trabalho.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral

Avaliar a maturacdo in vitro de ovdcitos bovinos de diferentes qualidades utilizando
sistema tridimensional comparada a maturacdo no sistema tradicional associadas a producéo

in vitro de embrides.

3.2. Objetivos Especificos

a. Avaliar nos diferentes sistemas de cultivo a maturacdo citoplasmatica dos ovocitos com

diferentes concentra¢des de nanoparticulas;

b. Avaliar o indice de apoptose e morte celular ap6s a maturacdo ovocitaria e no

desenvolvimento embrionario inicial;
c. Avaliar as taxas de clivagem e de producéo de blastocistos;
d. Avaliar a emissdao de EROS apds a maturacao ovocitaria nos diferentes sistemas de cultivo;

e. Avaliar caracteristicas microscopicas de organelas de ovocitos maturados in vitro.
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4. Metodologia
4.1. Produgéo in vitro de Embrides

Sete rotinas de producdo in vitro de embriGes foram realizadas, totalizando 1258
ovocitos maturados, 686 ovocitos fecundados e 252 embries que alcangcaram o estagio de
blastocisto. Em cada rotina foi utilizado uma dose inseminante de um Unico touro da raca
Nelore adquirido em central de sémen cuja fertilidade ja havia sido comprovada a partir da
sua utilizacdo em trabalhos anteriores do grupo e do mesmo protocolo utilizado nesse
experimento (LUCIO et al., 2016).

4.1.1. Obtencdo e Selecdo de Ovocitos

Ovarios provenientes de vacas post mortem coletados em abatedouro comercial da
cidade de Uberlandia foram transportados até o laboratério de biologia da reproducdo em
garrafa térmica contendo soro fisioldgico aquecido a 37°C. Apo6s a chegada ao laboratorio, 0s
ovarios foram lavados em soro fisiologico e mantidos em banho maria a 37°C enquanto 0s

foliculos antrais eram aspirados.

A aspiracdo dos foliculos ocorreu com auxilio de seringa de 10mL e agulha 18G
imediatamente apos a chega dos ovarios ao laboratério. O fluido ovariano foi depositado em
tubos de 50mL para a sedimentacdo das estruturas e o sedimento foi analisado com auxilio de
estereoscOpio para rastreamento e selecdo de complexos ovocitos cumulus (COCs). Foram
selecionados ovocitos com diferentes caracteristicas e classificados em dois grupos distintos

bons e ruins.

Ovacitos do grupo bom (Figura 01A) foram aqueles classificados como grau | e grau
Il de acordo com o que é proposto por Stojkovic et al. (2001), ou seja, ovocitos que
apresentavam citoplasma homogéneo, auséncia de vacuolos e células do cumulus rodeando
todo o ovocito com trés ou mais camadas de células. No grupo ruim (Figura 01B) foram
selecionados aqueles ovocitos que apresentavam citoplasma heterogéneo com presenca de
muitos vacuolos e poucas células do cumulus ou ausentes em alguma das faces dos ovacitos.

Ovacitos classificados como desnudos e atrésicos foram descartados do experimento.
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4.1.2. Nanoparticulas

As nanoparticulas utilizadas no experimento eram compostas de poli-L-lisina, ouro e
Oxido de ferro e que quando aderidas as células e expostas a um drive magnético permitiam
que as estruturas levitassem. As concentracdes escolhidas para utilizar no experimento foram:
50uL de nanoparticulas/mL de meio (50puL/mL) e 75uL de nanoparticulas/mL de meio

(75uL/mL), além de um grupo controle sem nanoparticulas (Figura 02).

Ovdcitos

Nanoparticulas
50pL/mL

Nanoparticulas
75pL/mL

| | | | | | | | | | | |
l 2DB Il 2DR Il 3D-50B Il 3D-50R Il 3D-75B Il 3D-75R I

Figura 02. Delineamento experimental da distribuicdo dos grupos testados. 2DB — grupo
maturado sem nanoparticulas utilizando ovdcitos bons; 2DR — grupo maturado sem
nanoparticulas utilizando ovécitos ruins; 3D-50B — grupo de ovocitos bons maturados
utilizando nanoparticulas na concentracdo de 50uL/mL; 3D-50R — grupo de ovécitos ruins
maturados utilizando nanoparticulas na concentracdo de 50uL/mL; 3D-75B — grupo de
ovocitos bons maturados utilizando nanoparticulas na concentracdo de 75uL/mL; 3D-75R —

grupo de ovacitos ruins maturados utilizando nanoparticulas na concentracao de 50pL/mL

4.1.3. Maturacéo in vitro
Ovacitos de todos os grupos foram lavados uma vez em meio de lavagem TCM199

HEPES (0,2mM de piruvato sédico, 10mM de HEPES &cido, 10mM de HEPES, 5mM de
bicarbonato de sodio, 83ug/mL de amicacina) suplementado com 10% de soro fetal bovino e
uma vez em meio de maturacdo TCM199 com bicarbonato (0,2mM de piruvato sodico,
26mM de bicarbonato de sodio, 83ug/mL de amicacina, 1ug/mL de FSH, 5ug/mL de LH)

suplementado com 10% de soro fetal bovino.
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Apos as lavagens, grupos de 10 COCs foram transferidos para microtubos de 200pL
contendo 100uL de meio de maturacdo e quantidade suficiente de nanoparticulas para
alcancar as concentragdes testadas. A incubacdo dos ovocitos com as nanoparticulas
aconteceu por 4 horas em incubadora com temperatura e atmosfera controlada (38°C e CO,
5%), em seguida os ovocitos foram transferidos para placa de 24 pocos contendo 500uL de
meio de maturacdo, coberta pelo drive magnético e mantida em incubadora por 18 horas.

Ao término do periodo de maturacdo metade dos ovocitos foram destinados a
fertilizacdo e a outra metade para as analises de microscopia eletrdnica de transmissdo e

microscopia confocal.

4.1.4. Fertilizacao in vitro

Ovacitos destinados para a FIV foram lavados por trés vezes em meio TALP-Fert
(base TALP-Fert suplementado com 0,2mM de piruvato sédico, 10,2uM de hipotaurina,
1,97uM de epinefrina, 10pug/mL de heparina, 6mg/mL de BSA e 83ug/mL de amicacina) e
transferidos para microgotas de 100puL de meio TALP-Fert cobertas por éleo mineral em

placas estéreis de poliestireno 60x15mm.

Uma Unica dose inseminante de sémen por réplica foi descongelada em banho maria a
37°C por 30 segundos e 0 seu conteldo depositado em microtubo de 1,5mL contendo mini
gradiente de Percoll, composto por 400uL de Percoll 90% (Percoll, solucdo 10x, 1M de
CaCl,, 100mM de MgCl,, DL-acido lactico e bicarbonato de sodio) e 400uL de Percoll 45%
(200pL de Percoll 90% e 200uL de TALP-Sperm (Base TALP-Sperm acrescido de 0,2mM de
piruvato sodico e 83ug/mL de amicacina)). O microtubo foi centrifugado a 3500rpm por 5
minutos, em seguida o sedimento formado foi depositado em outro microtubo contendo
1000pL de meio TALP-Sperm e centrifugado a 3500rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi
descartado e ao sedimento foi acrescido o mesmo volume de meio TALP-Fert. Do volume
final 5pL foram utilizados para avaliar motilidade em microscopio de luz utilizando-se 1amina
de vidro e 5uL foram diluidos em 95uL de agua para avaliacdo da concentragdo do nimero de

espermatozoides em microscopio de luz utilizando camara de Neubauer.
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A avaliacdo do sémen foi feita de acordo com o manual de exame androldgico (2013)
e o célculo final da dose inseminante foi realizado a partir da férmula a seguir para que 0s

ovocitos fossem fecundados com a concentragdo de 1x10° espermatozoides por gota.

(100/n° de espermatozoides contados) + (100-motilidade) % = volume (uL) da dose

4.1.5. Cultivo in vitro

Apdbs 18 horas de incubacdo dos ovocitos com 0s espermatozoides, 0S provaveis
zigotos foram desnudados mecanicamente por pipetacdes consecutivas, lavados por 3 vezes
em meio SOF (acrescido de 0,2mM de piruvato sodico, 5mg/mL de BSA, 2,5% de soro fetal
bovino e 83upg/mL amicacina) e transferidos para placas de poliestireno 60x15 estéreis,
colocados microgotas de 100uL de meio SOF coberto com dleo mineral, onde permaneceram

por 6 dias.

Quarenta e oito horas apés a fecundacdo dos ovdcitos foram avaliadas as taxas de
clivagem por meio de contagem dos zigotos que apresentavam duas ou mais células com o
auxilio de estereoscopio. Sete dias apds a fecundacdo foi avaliada a taxa de producdo de
blastocistos, a partir da contagem da quantidade de embrides que alcangcaram esse estagio de

desenvolvimento com a utilizacéo de estereoscopio.

4.2. Microscopia
4.2.1. Microscopia Confocal

A microscopia confocal foi utilizada para avaliacdo da maturacdo citoplasmatica dos
ovocitos bovinos apds o periodo de maturacdo in vitro, no qual foram avaliados os seguintes
parametros: producdo de EROS, distribuicdo citoplasmatica dos microfilamentos de actina e
apoptose e morte celular. Também foram avaliadas apoptose e morte celular das células de
embrides no estagio de blastocisto. Ao total, 360 ovocitos e 241 embrides foram corados com
sondas fluorescentes especificas, as imagens foram capturadas no microscopio Zeiss® (LSM

510 meta) e avaliados utilizando o programa Zen 2012°.

As imagens foram adquiridas no aumento de 40 vezes, utilizando lasers de excitagéo

especificos para cada sonda respeitando os seguintes comprimentos de onda: 543nm para
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DCF; 633nm para faloidina; 488nm para YOPRO-01 e 543nm para iodeto de propideo. Os
valores de fluorescéncia de espécies reativas de oxigénio e faloidina foram extraidos pelo

programa Zen e a quantidade de células apoptdticas foi contada individualmente.

4.2.1.1. Espécies Reativas de Oxigénio

Para avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio, ovocitos coletados apds a
maturacdo foram incubados por 30 minutos em microgotas de 100uL formadas por solugéo de
2’7’-diclorofluoresceina (DCF) (492/527) diluido em PBS 1% na concentracdo de 20uL/mL.
Ao término do periodo de incubacdo os ovocitos foram lavados em solucdo PBS 1% acrescido
com 2% de SFB e fixados em paraformoldeido 4% por 30 minutos. Posteriormente as
estruturas foram transferidas para Iamina de vidro com 10pL de “antifading”, cobertos com

laminula e selados com esmalte.

4.2.1.2. Microfilamentos de Actina

Para a avaliacdo dos microfilamentos de actina, os ovocitos maturados foram fixados
em solucdo de paraformoldeido 4% por 30 minutos, em seguida foram colocados em solucao
de Triton 0,1% para permeabilizacdo da membrana por 30 minutos e posteriormente lavados
por 3 vezes em solugdo PBS1% acrescido de 2% de SFB e incubados por 30 minutos em
microgotas de 100uL formadas por faloidina 635 (347/633) diluida na concentracdo de
5uL/mL. Ao término do periodo de incubacdo, os ovocitos foram lavados novamente nas
mesmas condi¢Oes anteriores e transferidos para lamina de vidro com 10uL de “antifading”,

cobertos com laminula e selados com esmalte.

4.2.1.3. Apoptose e Morte Celular

A avaliacdo das taxas de morte celular de ovdcitos maturados e embrides de sete dias
foi realizada a partir da incubacdo por 30 minutos de ambas as estruturas em microgotas de
100puL formadas por 50uL de solucdo de iodeto de proideo (493/636) diluido em PBS 1% na
concentracdo de 10pL/mL e por por 50uL de solugdo de YOPRO-01 (491/509) diluido em

PBS 1% na concentracdo de 10uL/mL. Posteriormente as estruturas foram lavadas por 3
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vezes em solugdo PBS 1% acrescido de SFB 2% e fixados por 30 minutos em
paraformoldeido 4%. Finalizado o periodo de fixagdo, as estruturas foram transferidas para

laminas de vidro com 10uL de “antifading”, cobertos com laminula e selados com esmalte.

4.2.2. Microscopia Eletronica de Transmissao

Ap06s a maturacdo, ovocitos de cada grupo foram fixados em solugdo de glutaraldeido
2,5% por 30 minutos, lavados trés vezes em PBS e armazenados em microtubos de 1,5mL
contendo 500uL de solucdo de PBS com 2% de soro fetal bovino. Os microtubos foram

armazenados a 4°C até o dia do preparo da amostra para a analise.

No dia do preparo das amostras, cada microtubo foi submetido a centrifugacdo a 70g
por 5 minutos por trés vezes, em que o sobrenadante foi descartado e o volume do
microtubo foi recomposto com PBS. Posteriormente foram adicionados 500uL de solucédo
de tetréxido de 6smio a 1% e apds 30 minutos foram realizadas trés lavagens com PBS para
retirada do 6smio. Ao precipitado de células obtido, foi adicionado agar 3% a 50°C até
completar o volume méximo do microtubo para que as células fossem totalmente
envolvidas por ele. Posteriormente os microtubos foram mantidos a 4°C até a solidificacdo

do agar.

O material incluido em &gar foi retirado do microtubo e partido em fragmentos de
1mm?®. Os fragmentos foram colocados em frascos de vidro de 5mL e desidratados por 5
minutos em banhos com solucdo de concentracBes crescentes de alcool (50%, 70%, 80%,
90% e 95%) e em seguida, trés banhos de 10 minutos em alcool 100% e trés banhos de 10
minutos de 6xido de propileno 100%. Apos os banhos, foi adicionada as amostras solucgao
de resina Epon EMS (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, UK) diluida em o6xido
de propileno na proporgédo 2:1 e incubadas por 12 horas (overnight). Em seguida, a solugéo
2:1 foi descartada e substituida por solucdo na concentracdo de 1:1 de 6xido de propileno e
resina e mantidas por 12 horas em temperatura ambiente e, posteriormente, 12 horas em
estufa 37°C com os frascos abertos. Apos esta etapa, a solucdo de dxido de propileno e
resina Epon foi descartada e adicionou-se solugéo de resina pura suficiente para cobrir toda
a amostra e os vidros foram colocados de volta na estufa 37°C inclinados 45° por 3 horas.

A resina foi novamente retirada e o material foi transferido para formas, em que as



amostras eram cobertas por resina Epon pura até completar os orificios e as formas foram

mantidas em estufa & temperatura de 60°C por 72 horas.

Apbs a polimerizacdo da resina, os blocos foram retirados das formas, desbastados e,
entdo o material foi cortado com ultramicrétomo Reichert-Jung (Leica Microsystems Inc.,
Buffalo Grove, IL, EUA). Os cortes entre 60 e 90nm de espessura foram colocados em telas
de cobre (Mesh Square 200 lines/inch, Electron Microscopy Sciences) e contrastados em
acetato de uranila (3%) e citrato de chumbo (1%) conforme descrito por Bozzola e Russel
(1998). Os cortes foram analisados em microscopio eletrénico de transmissdo (Hitachi HT
7700) e as imagens foram capturadas nos aumentos de 8 a 30 mil vezes. As estruturas
fotografadas foram mensuradas com o auxilio do programa Image J (National Institutes of
Health, USA). As areas das mitocondrias, vactolos e granulos corticais foram medidas e
comparadas com a area total do ovdcito; também foi feita uma avaliacdo de distribuicdo de
cada estrutura a partir da observacgdo visual das imagens obtidas no microscopio eletrénico

de transmisséo.
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Além da mensuracdo das areas das estruturas ja citadas, imagens capturadas no aumento

de 20.000x foram utilizadas para se realizar uma andlise visual ultraestrutural do ovdcito.

Observou-se a dispersdo e localizagdo das mitocOndrias; dispersdo, localizagéo
eletrodensidade de granulos corticais e vacuolos e dispersdo das microvilosidades.

4.3. Estatistica

e

Os dados quantitativos foram inicialmente avaliados pelo teste de Kolmogorov-

Smirnov para verificar se a distribuicdo dos dados era normal. Uma vez isso confirmado, foi

realizado o teste anova e como teste “post hoc”, o teste t de Student. Também foi realizado o

teste de correlacdo de Pearson entre as varidveis quantitativas. Todos os testes foram

realizados utilizando o software Excel/Action®.



31

5. Resultados
5.1. Producéo in vitro de Embrides

Um total de 686 ovdcitos foram fecundados e cultivados, 523 zigotos apresentaram
primeira clivagem e 252 embrides alcancaram o estagio de blastocisto ao sétimo dia de
cultivo in vitro. As taxas de clivagem e de blastocistos estdo demonstradas (tabela 01). As
nanoparticulas ndo alteraram a taxa de clivagem dos grupos de ovocitos bons, mas parecem
ter melhorado o desempenho do grupo de ovocitos ruins na concentracdo de 75uL/mL. J& a
formacdo de blastocistos teve piora nos grupos de ovocitos bons e nenhuma alteracdo no

grupo de ovaocitos ruins

Tabela 01. Proporcdo das taxas de clivagem sobre os ovdcitos bovinos fecundados e de

producdo de blastocistos sobre as taxas de clivagem

TRATAMENTO CLIVAGEM (%) BLASTOCISTOS (%)
(clivados/fecundados) (blastocistos/clivados)

2DB 83,24"° + 8,77 61,13+ 20,38

2DR 63,725+ 7,94 39,43% + 8,12

3D-50B 79,20+ 9,00 44,128 + 17,77

3D-50R 65,68 + 15,81 36,885+ 17,10

3D-75B 86,26" + 7,59 57,95%+ 9,26

3D-75R 76,78%5+ 9,55 41,28° + 10,84

ABCPE | etras distintas na mesma coluna diferem entre si (p < 0,05).

5.2. Microscopia Confocal
5.2.1. Producdo de Espécies Reativas de Oxigénio

Na Tabela 2 estdo expostas as avaliacBes da producao de espécies reativas de oxigénio
de ovdcitos bovinos maturados através da utilizacdo de DCF observados em microscopio
confocal. A producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS) foi inferior (P < 0,05) nos
grupos 2DB e 3D-50B. Em contrapartida, tanto os grupos de ovocitos ruins cultivados em
sistema 3D ou 2D como os bons cultivados com 75uL/mL apresentaram taxas de ROS

semelhantes entre si (P > 0,05).
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Tabela 02. Média da emissao de fluorescéncia na produgdo de espécies reativas de oxigénio

dos ovacitos apds maturacdo por microscopia confocal utilizando DCF

TRATAMENTO EROS
2DB 39,45 + 24,94
2DR 64,65° + 33,05
3D-50B 59,75 + 48,49
3D-50R 88,00° + 50,08
3D-75B 57,74% + 36,68
3D-75R 65,84° + 35,62

AP Letras distintas na mesma coluna diferem entre si (p < 0,05).

5.2.2. Espessura dos Ovdcitos

Na Tabela 3 estdo expostas as avaliacBes da espessura dos ovécitos medida por
marcacdo de actina utilizando faloidina com o intuito de observar o efeito da metodologia
tridimensional na ocupagdo espacial dos mesmos. Os valores de espessura dos ovocitos ndo

diferiram estatisticamente entre todos o0s grupos avaliados.

Tabela 03. Media da espessura dos ovécitos bovinos maturados avaliados em microscopia

confocal utilizando marcacéo de actina por faloidina

TRATAMENTO Espessura de Ovocitos (um)
2DB 50,33 £ 40,12
2DR 29,50 + 15,29
3D-50B 40,82 + 24,66
3D-50R 49,61 + 36,36
3D-75B 30,76 + 21,27
3D-75R 38,76 + 27,50

5.2.3. Viabilidade Celular

As taxas de ovocitos mortos e em processo de apoptose estdo expressas (Tabela 04).

De uma maneira geral, todos os tratamentos apresentaram altas proporcdes de viabilidade
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ovocitaria (>88%) e baixas taxas de apoptose (< 4%). Além disso, as proporcdes de ovocitos

vivos ou em apoptose foram semelhantes (P>0,05) em todos os grupos avaliados.

Tabela 04. Proporc¢édo de ovocitos vivos, mortos e em apoptose apds maturagao in vitro

TRATAMENTO Ovacitos Vivos  Ovacitos Mortos  Ovdcitos em Apoptose
2DB 90,00% (27/30)  10,00% (3/30) 0,00% (0/30)
2DR 89,29% (25/28)  7,14% (2/28) 3,57% (1/28)
3D-50B 87,50% (21/24)  8,33% (2/24) 4,17% (1/24)
3D-50R 100% (29/29) 0,00% (0/29) 0,00% (0/29)
3D-75B 95,83% (23/24)  4,17% (1/24) 0,00% (0/24)
3D-75R 90,00% (27/30)  6,67% (2/27) 3,33% (1/30)

Na Tabela 5, estdo apresentadas as propor¢des de células vivas, mortas e em processo

de apoptose dos embrides apos sete dias de cultivo. A proporcdo de células vivas foi superior

a 96% em todos os tratamentos. Em contrapartida, os indices de células em apoptose nédo

ultrapassaram 3% do total de células avaliadas.
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Tabela 05. Proporgdo de células vivas, mortas e em processo de apoptose dos embrifes apos
sete dias de cultivo

TRATAMENTO Células Vivas Células Mortas Células em Apoptose

2DB 97,86% 0,14% (5/3421)  2,00% (69/3421)
(3347/3421)

2DR 96,98% 1,10% (26/2360)  1,92% (26/2360)
(2305/2360)

3D-50B 98,45% 0,31% (10/3230)  1,24% (50/3230)
(3170/3230)

3D-50R 96,02% 0,88% (17/1923)  3,10% (32/1923)
(1874/1923)

3D-75B 99,27% 0,07% (3/4390)  0,66% (20/4390)
(4367/4390)

3D-75R 98,40% 0,51% (13/2547)  1,09% (31/2547)
(2504/2547)

5.2.4. Avaliacao Visual da Polimerizacédo dos Microfilamentos de Actina

Os microfilamentos de actina tendem a se acumular na regido cortical do ovocito apés
0 desbloqueio da VG até a finalizacdo da maturacdo ovocitaria. Foi possivel observar que
todos os grupos apresentaram boa polimerizacdo de actina no cértex ovocitario, mas no
interior do citoplasma variou bastante a quantidade dos polimeros, principalmente nos
ovocitos maturados na concentragdo de 75uL/mL por haver diversos padrfes de

polimerizag&o dentro do grupo.
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Figura 03. Microscopia confocal de ovdcitos bovinos marcados por faloidina mostrando 0s

filamentos de actina marcados em vermelho. A: ovécito do grupo 2DB com polimerizacdo
dos filamentos de actina bem definida no cértex e distribuicdo homogénea no interior do
citoplasma. B: ovocito do grupo 2DR com filamentos de actina bem definida no cortex e
distribuicdo heterogénea no interior do citoplasma. C, D e E: ovocitos respectivamente dos
grupos 3D-50B, 3D-50R e 3D-75B com polimerizacdo dos filamentos bem definida no cortex
e pouca quantidade de polimerizacdo no interior do citoplasma. F: ovdcito do grupo 3D-75B
com polimerizagdo dos filamentos de actina bem definida no cortex e muita quantidade de
polimerizagdo no interior do citoplasma. G e H: ovocitos do grupo 3D-75R apresentando
respectivamente pouca concentracdo de actina polimerizada (G) e muita concentragcdo no

interior do citoplasma (H)
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5.3. Microscopia Eletronica de Transmisséo
5.3.1. Avaliacdo Quantitativa

Para a avaliagdo de mitocondrias, vactolos e granulos corticais foi utilizada
microscopia eletronica de transmissdo, onde foram mensuradas as areas ocupadas por essas
estruturas no citoplasma dos ovdcitos nos diferentes tratamentos ap0s a maturacdo in vitro
(Tabela 06). Nos grupos de ovécitos 2DB e 3D-50B a proporcdo de area ocupada por
mitocondrias foi superior aos grupos 2DR e 3D-75B e 3D-75R. Adicionalmente, essa
proporcdo foi semelhante entre os grupos 3D-50B e 3D-50R e entre todos os grupos de

ovOcitos ruins.

Ao se observar as proporcdes de areas ocupadas por vacutolos, os grupos 2DB, 3D-
50B e 3D-50R apresentaram as menores areas (P < 0,05) ocupadas por essas estruturas e
foram semelhantes entre si (P > 0,05). Ja os grupos 2DR, 3D-75B e 3D-75R apresentaram
proporcdes de area ocupada por vacuolos semelhantes (P > 0,05). Os grupos 2DB, 2DR e 3D-
75B apresentaram as maiores proporcdes de area ocupadas por granulos corticais. Ao se
comparar a mesma concentracdo de nanoparticulas utilizadas na maturacdo, o grupo de 3D-
75R foi inferior (P < 0,05) ao 3D-75B.

Tabela 06. Proporc¢édo da area ocupada por mitocondrias, vacuolos e granulos corticais sobre a

area total do citoplasma do ovécito

TRATAMENTO Mitocondria%  Vaclolo % Granulos corticais %
(&rea/area) (&rea/area) (&rea/area)

2DB 11,06" + 0,70 7,59"+ 1,07 0,64"%¢+ 0,32

2DR 8,645+ 2,67 14,748 + 3,86 0,79"+0,33

3D-50B 10,43*°+ 1,76  9,38"+3,93 0,51°¢+ 0,20

3D-50R 8,73°P £ 3,10 9,21”+ 3,96 0,96"°+ 0,72

3D-75B 6,48%+ 2,24 13,98°% + 7,24 1,48"+ 2,00

3D-75R 6,45°°+ 271 18,26° + 5,87 0,39%+0,10

ABL | etras distintas na mesma coluna diferem entre si (p < 0,05).



37

5.3.2. Avaliacao Visual da Distribuicao das Organelas

A andlise visual ultraestrutural dos ovdcitos esté sintetizada nas tabelas 07 e 08, onde
se comparou os tratamentos através da observacdo: a dispersdo e localizacdo das
mitocondrias; dispersdo, localizacdo e eletro-densidade de granulos corticais e vacuolos e

dispersdo das microvilosidades.

Tabela 07. Andlise visual da disperséo, localizagdo e quantidade aparente de mitocéndrias e
microvilos em ovOcitos bovinos maturados in vitro em sistema de cultivo bidimensional e

tridimensional utilizando diferentes concentracdes de nanoparticulas e levitacdo magnética

Tratamento Mitocodndrias Microvilosidades
2DB Grande quantidade (Figura 04) Irregulares
Formam clusters Baixa densidade

Dispersos  preenchendo
quase todo 0 espago
perivitelinico

2DR Pouca quantidade (Figura 08) Pouca quantidade
Dispersos
Distribuidos de maneira
irregular.

3D-50B Grande quantidade (Figura 09) Microvilos escassos
Distribuicdo heterogénea
na superficie.

3D-50R Pouca quantidade (Figura 11) Pouca quantidade
Em algumas éareas as mitocondrias Distribuicdo heterogénea
encontram-se préximas aos vacuolos

3D-75B Pouca quantidade (Figura 13) Distribuigéo heterogénea
Formam pequenos clusters
Centralizadas

3D-75R Pouca quantidade (Figura 16) De baixa altura
Pouca quantidade
Distribuicdo homogénea
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Tabela 08. Analise visual da distribuicdo, localizagdo e eletro-densidade aparente de vactolos
e granulos corticais em ovdcitos bovinos maturados in vitro em sistema de cultivo
bidimensional e tridimensional utilizando diferentes concentracbes de nanoparticulas e

levitacdo magnética

Tratamento Granulos Corticais Vacuolos

2DB Grande quantidade (Figura 04) Encontrados associados as
Localizados adjacentes a membrana  mitocéndrias (Figura 06)
Formam clusters Formam clusters
Eletrondensidade homogénea Eletro-densidade variada

2DR Localizados alinhados proximos a Formam clusters (Figura
membrana (Figura 07) 08)
Apresentam eletro-densidades Grande quantidade
heterogéneas

3D-50B Densidade variada (Figura 09) Grande quantidade (Figura
Alinhados junto a membrana 09)
Pouca quantidade Formam clusters

Néao formam clusters

3D-50R Densidade variada (Figura 10) Dispersos (Figura 11)
Formam  clusters paralelos a Grande quantidade
superficie.

Pouca quantidade

3D-75B Grande quantidade (Figura 12) Dispersos (Figura 14)
Clusters alinhados a membrana Grande gquantidade
Distribuicdo heterogénea.

3D-75R Alinhados a membrana (Figura 16) Apresenta clusters
Pouca quantidade formados  apenas  por
Né&o formam clusters vacuolos (Figura 15)

Grande Quantidade
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Figura 04. Eletromicrografia do citoplasma de ovodcito bovino do grupo 2DB indicando

granulos corticais (setas brancas), localizados adjacentes a membrana plasmatica, formando
clusters e apresentam eletro-densidade homogénea
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Figura 05. Eletromicrografia do citoplasma de ovaocito bovino do grupo 2DB indicando
mitocdndrias (setas brancas) em grande quantidade, formando clusters e um corpusculo polar
(CP)
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Figura 06. Eletromicrografia do citoplasma de ovodcito bovino do grupo 2DB indicando

vacuolos (setas brancas) localizados proximos a mitocondrias e de eletro-densidade variada
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Figura 07. Eletromicrog

rafia o citoplasma de ovdcito bovino do grupo 2DR indicando

granulos corticais (setas brancas) localizados adjacentes & membrana plasmatica com eletro-
densidade heterogénea
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Figura 08. Eletromicrografia do citoplasma de ovoécito bovino do grupo 2DR indicando
mitocondrias (setas pretas) e vacuolos (setas brancas) presentes em grande quantidade
formando clusters
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ifigura 09. Eletromicrografia do citoplasma de ovocito bovino do grupo 3D-50B indicando
mitocdndrias (cabeca de seta branca) em grandes quantidades; vacuolos (setas brancas) em

grande guantidade e formando clusters e granulos corticais (setas pretas) de densidade variada
alinhados junto a membrana
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granulos corticais (setas brancas) paralelos @ membrana plasmatica com densidade variada
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Figura 11. Eletromicrografia do citoplasma de ovdcito

w

bovino do grupo 3D-50R indicando
mitocdndrias (setas pretas) e vacuolos (setas brancas) com colocalizacdo de ambas as
estruturas
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igura 12. Eletromicrografia do citoplasma de ovécito bovino do grupo 3D-75B indicando

&

L7S

granulos corticais (setas brancas) presentes em grande quantidade, alinhados a membrana,

formando clusters
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Figura 13. Eletromicrografia do citoplasa de

b T

'\}()cito' ovino do grupo ?;_[")‘-YJSB indicando

mitocondrias (setas brancas) formando pequenos clusters com pequena quantidade e

localizadas de maneira central no citoplasma
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Figura 14, Elet”romicrografia do citoplasma de ovdcito bovino do grub 3D-75B indicando

vacuolos (setas brancas) dispersos pelo citoplasma e em grande quantidade
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Figura Eletromicrografia do citoplasma de ovdcito bovino do grupo 3D-75R indicando

vacuolos (setas brancas) em grande quantidade formando clusters formados apenas por essas
estruturas
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Fgura 16. Eletromicrografia do citoplasma de ovécito bovino do grupo 3D-75R indicando
mitocondrias, em pouca quantidade, tendendo a vacuolizacdo (setas brancas) e grénulos
corticais (setas pretas) alinhados & membrana plasmatica
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5.4. Andlise de Correlacdo

Foi observada associacéo positiva entre as taxas de clivagem e blastocisto (P = 0,033).
Em contrapartida, houve associacdo negativa entre a producdo de espécies reativas de
oxigénio e taxa de blastocisto (P = 0,040) e também entre area ocupada por vacutolos e area
ocupada por mitocondria (P = 0,032).

Tabela 09. Matriz de correlacdo entre as varidveis clivagem; blastocisto; area mitocondrial;
area de vacuolos; area de granulos corticais; producdo de EROS

Matriz de Correlacéo: Pearson

Clivagem  Blastocisto  Mitocondria  Vacuolo  Granulos EROS

Corticais
Clivagem 1
Blastocisto 0,846* 1
Mitocéndria -0,016 0,174 1
Vacuolo -0,104 -0,292 -0,849* 1
Gran.Corticais 0,170 0,344 -0,388 -0,029 1
EROS -0,707 -0,830* -0,368 0,171 0,128 1

* Valores que apresentaram correlacéo significativa (P < 0,05)
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6. Discussao

O tratamento 3D-75R beneficiou a clivagem de ovdcitos maturados no sistema
tridimensional, efeito esse que ndo prosseguiu na producdo de blastocistos o que pode ser
reflexo da baixa quantidade de mitocéndrias presentes no citoplasma que podem néo ter sido
suficientes para sustentar o desenvolvimento embrionario inicial. Adicionalmente, o grupo
3D-75B apresentou produgdo embrionaria semelhante ao grupo controle de ovécitos de boa
qualidade, ou seja, ndo interferiu nestes processos. Estudo utilizando ovdcitos de
camundongos e de humanos com cultivo 3D em matriz colagena em gel, no estagio de pré-
maturacdo, obtiveram taxas de clivagem maiores que no cultivo bidimensional em ambas
espécies (VANHOUTTE et al., 2009). Outro trabalho desenvolvido com camundongos, 0s
ovacitos desnudos co-cultivados com células do cumulus em sistema 3D de matriz dssea
desmineralizada obtiveram taxas de clivagem e blastocistos semelhantes a COCs cultivados
em microgotas (SUOFENG et al., 2007). O sistema tridimensional por levitacdo magnética
foi utilizado no cultivo de foliculos pré-antrais bovinos e favoreceu os ovocitos inclusos a
concluirem a meiose | (ANTONINO, 2018), porém nao teve o mesmo efeito favoravel no

cultivo de ovécitos imaturos.

As amostras apresentaram altas taxas de viabilidade celular assim como baixas taxas
de morte e apoptose celular. As nanoparticulas adicionadas ndo causaram estresse nos COCs a
ponto de levar as células a um processo de apoptose e os efeitos sofridos no processo de
maturacdo ovocitaria ndo prejudicaram a viabilidade dos embrides que alcancaram o estagio
de blastocisto, porém o aumento da producdo de EROS mostra que existiu algum estresse
causado pela metodologia empregada, o que ndo condiz com os resultados apresentados por
Souza et al. (2010) que constatou auséncia de toxicidade, inducdo de resposta inflamatéria e
interferéncia na proliferacdo celular causada pelas nanoparticulas. Estudo anterior realizado
com cultivo de foliculos pré-antrais de bovinos, foliculos cultivados utilizando nanoparticulas
(3D) apresentaram maior viabilidade e formag&o de antro, além de menor taxa de degeneracdo
comparado ao grupo controle (2D) (ANTONINO et al., 2018).

Os grupos de ovocitos de boa qualidade maturados no sistema tradicional e
tridimensional com 50 pL de nanoparticulas apresentaram proporcdo de area ocupada por
mitocondrias superior aos demais grupos. Notou-se tambeém que houve decréscimo na
quantidade de mitocondrias no grupo 3D-75B. A alta concentracdo de nanoparticulas pode ter

reduzido a replicagcdo mitocondrial. Na avaliagdo visual foi possivel notar que os grupos 2DB
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e 3D-50B se assemelham na quantidade e na distribuicdo de mitocéndrias. Os grupos de
ovacitos ruins, entre si, apresentaram o mesmo tipo de distribuicdo mitocondrial. A
competéncia ovocitaria esta diretamente relacionada a distribuicdo e quantidade de
mitocondrias no citoplasma (VAN BLERKOM, 2009; ZENG et al., 2009). Varios aspectos
mitocondriais sdo alterados na maturacdo do ovdcito, especialmente na quantidade de
organelas (DUMOLLARD et al., 2007). Dessa maneira, um ovocito maduro apresenta grande
qguantidade de mitocondrias (READER et al., 2015) com distribuicio homogénea no
citoplasma (HYTTEL et al., 1986), visto que elas ndo se multiplicam durante as primeiras
clivagens do embrido (DUMOLLARD et al., 2007) e, portanto, devem estar em quantidade
suficiente com distribuicdo igualitaria para que os blastdmeros do embrido consigam
sobreviver ao desenvolvimento embrionario inicial (VAN BLERKOM, 2009). Ovdcitos de
boa qualidade de vacas e porcas sdo mais propensos a ter distribuicdo uniforme das
mitocdndrias do que ovdcitos de qualidade inferior (STOJKOVIC et al., 2001; BREVINI et
al., 2005). Um pequeno numero de estudos comparou quantidade de mitocondrias entre
ovocitos de diferentes qualidades (boas e ruins), no entanto suportaram a premissa de que

ovocitos de boa qualidade possuem maior nimero de mitocondria (READER et al., 2017).

Os grupos de ovocitos de baixa qualidade e de boa qualidade com a maior
concentracdo de nanoparticulas apresentaram as maiores taxas de emissdo de espécies reativas
de oxigénio. Além disso, foi observada uma correla¢do negativa entre a emissdo de EROS e a
producdo de blastocistos. Como ndo h& génese de mitocondria entre o término da maturacdo
ovocitaria e as primeiras divisdes celulares do embrido (DUMOLLARD et al., 2007), a
diminuicdo da quantidade de mitocondrias e 0 aumento da emissdo de espécies reativas pode
ser uma resposta negativa da alta concentracdo das nanoparticulas. Fisiologicamente, EROS
sdo essenciais para a maturacdo nuclear, porém o desequilibrio entre a producédo de EROS e a
capacidade antioxidativa da célula podem gerar danos no DNA e levar a apoptose (revisado
por ROTH, 2018). Quando comparados ovocitos de murinos maturados in vivo com ovécitos
maturados in vitro, os de MIV apresentaram niveis mais altos de EROS considerados
prejudiciais (GE et al., 2012).

Os grupos 3D-50R, 3D-50B e 2DB apresentaram menores proporcdes de areas
ocupadas por vacuolos. Este resultado € visto como positivo, pois pode-se sugerir que a
utilizacdo de nanoparticulas na concentracdo de 50uL evitou a formacdo de vactolos nos
ovacitos de boa e baixa qualidade durante a maturagdo in vitro. Adicionalmente, os grupos de

ovocitos ruins maturados com nanoparticulas apresentaram menor quantidade de vacuolos
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com distribuicdo homogénea formando poucos clusters quando comparados ao grupo de
ovacitos ruins maturados no sistema tradicional. Na avaliacdo ultraestrutural também foi
possivel notar uma colocalizacdo de ambas estruturas, 0 que sugere que parte dos vacuolos
possam ser resultados de processos de autofagia mitocondrial. A autofagia ocorre quando 0s
autofagossomos capturam componentes do citoplasma celular e encaminham aos lisossomos
que séo encarregados de realizar a degradacdo destes componentes (LIN et al, 2018). Este
processo foi observado em um trabalho desenvolvido por Escobar Sanchez et al (2012), onde

viram gue 0s ovocitos de ratos apresentavam proteinas envolvidas no processo de autofagia.

No presente estudo, os tratamentos aplicados bem como a qualidade dos ovdcitos ndo
influenciaram na proporcdo da area ocupada por granulos corticais e em sua distribuicdo. A
distribuicdo e localizacdo dos granulos corticais sdo indicativos de maturacdo ovocitaria
(DAMIANI, 1996). Apds a maturagdo, os granulos migram do interior do citoplasma para se
alinharem a membrana (HALEY e WESSEL, 2004), ap0s a fertilizacdo liberam seu contetido
no espaco perivitelinico que resulta no endurecimento da zona peltcida (PAPI et al., 2010),
mecanismo esse de defesa contra a poliespermia (L1U, 2011; DROBNIS et al., 1988). De Paz
et al. (2001) ndo encontraram diferenca na quantidade de granulos de ovocitos maturados in
vivo de vacas juvenis e adultas. O’Brien et al. (1996) observaram menor volume e tamanho
dos granulos corticais em ovocitos de ovelhas pré-puberes quando comparadas a ovelhas

adultas.

No presente estudo, 0s grupos que, visualmente, apresentaram maior quantidade de
microvilos foram o 2DB e 3D-75B, 0os mesmos que se destacaram na taxa de clivagem e de
blastocistos, o que condiz com a importancia do desenvolvimento dessas estruturas no
processo de maturacdo j& que exercem um importante papel nas funcdes de secrecdo e
absorcdo da célula (GUSTINA et al., 2017), além de estudos demonstrarem o envolvimento
do espermatozoide pelos microvilos para assim se fundir a membrana do ovdcito(SHALGI e
PHILLIPS, 1980). Estudos realizados com ovdcitos de camelos maturados in vitro mostram
que existe um aumento na quantidade de microvilos no espaco perivitelinico apds 24 horas de
maturacdo (KAFI et al., 2005). Estudos realizados anteriormente revelam que os microvilos
dos ovocitos apresentam a proteina CD9, proteina esta que € necessaria na fusdo entre o

espermatozoide e a membrana do ovdcito (KAJI et al., 2000).

Todas as amostras apresentaram uma boa polimerizacdo da actina no cortex celular.

Por outro lado, a polimerizacdo de actina no citoplasma variou entre os tratamentos e até
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dentro do mesmo tratamento, ndo podendo servir como referéncia Unica para maturacao
ovocitéria. De maneira geral, a polimerizacéo citoplasmatica ficou mais intensa nos ovdcitos
tratados. Os trés tipos de filamentos que comp&em o citoesqueleto celular — actina, tubulina e
filamentos intermediarios — sdo polimeros formados por subunidades menores que mantém
ligacOes fracas e ndo covalentes que podem se associar e desassociar de acordo com a
necessidade da célula (THEURKAUF et al., 1992). No estdgio de VG, microfilamentos estdo
dispersos pelo citoplasma do ovocito de camundongos (SUN e SCHATTEN, 2006). Apoés a
quebra da vesicula germinativa, os filamentos de actina se acumulam na regido cortical do
ovacito, observacéo realizada em experimentos realizados com camundongos (GUMUS et al.,
2010; SUN e SCHATTEN, 2006; VERLHAC et al., 2000).

Na avaliacdo da espessura dos ovécitos, a auséncia de diferencas estatisticas entre os
tratamentos pode ser justificada por falhas na metodologia empregada, pois ao depositar 0s
ovocitos entre laminas e laminulas houve um achatamento e alteracdo da estrutura
tridimensional dos mesmos. Quando avaliados sem a utilizacdo de laminas e laminulas ndo foi
possivel obter foco no microscopio Confocal, sendo necessario pesquisar novas metodologias
para avaliagdo tridimensional de ovocitos nesse tipo de aparelho.

Dessa maneira, a utilizacdo das nanoparticulas casou grandes impactos no
desempenho da maturacdo citoplasmatica, principalmente na producdo de EROS e

distribuicdo mitocondrial, sendo refletidos nos resultados da PIVE.
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7. Concluséao

A utilizacdo de nanoparticulas e levitagdo magnética na maturacdo in vitro de ovocitos
bovinos de boa qualidade néo interferiu nos resultados de PIVE. No entanto, esta metodologia
melhorou os resultados de clivagem de ovdcitos de qualidade ruim. Independentemente dos
resultados da PIVE, a microscopia eletronica, a avaliagdo da polimerizacdo de filamentos de
actina e a quantificacdo de EROs indicam que a maturacdo in vitro de ovdcitos bovinos

utilizando nanoparticulas e levitacdo magnética foi prejudicada na maturacao citoplasmatica.
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