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“Um dia, quando olhares para tras, veras que os dias mais belos foram
aqueles em que lutaste”.

Sigmund Freud
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CULTIVO IN VITRO DE TECIDO OVARIANO BOVINO ASSOCIANDO

NANOPARTICULAS E LEVITACAO MAGNETICA

RESUMO

O sistema bidimensional (2D) ainda muito utilizado para cultivo de foliculos pré antrais e tecido
ovariano nao pode ser considerado 6timo, pois impede a preservacao dos arranjos espaciais das
células in vivo prejudicando a integridade celular. O uso do sistema de cultivo in vitro
tridimensional (3D) ¢ uma tentativa de representacao do sistema in vivo, para recriar o ambiente
similar a matriz extracelular do ovario. O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade dos
fragmentos de tecidos ovarianos bovinos no cultivo in vitro em sistema 3D utilizando
nanoparticulas (compostas de ouro, 6xido de ferro e poli-L-lisina), associadas a levitacao
magnética em diferentes concentracdes. Para isto, foi avaliada a viabilidade celular dos
fragmentos, verificando a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), apoptose,
degeneracdo celular e avaliada a viabilidade celular e ativagdo folicular. Os ovarios foram
coletados de frigorifico. Foram realizadas trés réplicas, em cada réplica os fragmentos de
tamanho 3x3x0,5 mm foram distribuidos nas placas de 24 pogos com os seguintes tratamentos:
cultivo convencional (2D) , tridimensional (3D) 300uL/mL e tridimensional (3D) 400uL/mL.
As analises de confocal e histologicas foram realizadas imediatamente apos a coleta (D0), 24
horas apos o cultivo (D1) e ap6s o periodo de sete dias de cultivo (D7). Ao término do cultivo,
o grupo 2D apresentou uma viabilidade folicular menor (P<0,05) que o controle fresco e que os
grupos de cultivo 3D. Além disso, o grupo 3D 400 pL/ml apresentou indices de viabilidade
folicular superior (P<0,05) em relacdo ao grupo controle e ao grupo 3D 300 pL/ml. De uma
maneira geral, independente do dia de cultivo o grupo 3D 400 pL/ml apresentou a maior
(P<0,05) proporcao de foliculos viaveis. A ativacdo folicular foi maior em todos os grupos de
cultivo em relagdo ao controle e o grupo 3D 400 pL/ml apresentou maior taxa de ativagao
comparado aos outros grupos. De modo geral, o tratamento de cultivo tridimensional com 400
puL/ml de nanoparticulas apresentou a menor (P<0,05) taxa de degeneracao celular. Ao final do
periodo de cultivo todos os tratamentos apresentaram taxas de apoptose semelhantes entre si
(P>0,05) e menores que o controle fresco(P<0,05). No primeiro dia de cultivo in vitro a emissdo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi menor (P<0,05) nos grupos de cultivo tridimensional
comparado ao controle fresco e ao cultivo bidimensional. No geral, o cultivo tridimensional
(3D) apresentou melhores resultados para os paramentos avaliados neste trabalho quando

comparado a metodologia convencional.
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XV

CULTIVO IN VITRO DE TECIDO OVARIANO BOVINO ASSOCIANDO

NANOPARTICULAS E LEVITACAO MAGNETICA

ABSTRACT

The two-dimensional (2D) system still widely used for cultivation of preantral follicles and
ovarian tissue cannot be considered optimal because it prevents the preservation of spatial
arrangements of cells in vivo, impairing cellular integrity. The use of the three-dimensional in
vitro culture system (3D) is an attempt to represent the in vivo system to recreate the
environment similar to the extracellular matrix of the ovary. The objective of this work was to
evaluate the viability of bovine ovarian tissue fragments in in vitro culture in 3D system using
nanoparticles composed of gold, iron oxide and poly-L-lysine, associated with magnetic
levitation at different concentrations. For this, the cell viability of the fragments was evaluated
by checking the production of reactive oxygen species (ROS), apoptosis, cell degeneration and
the cell viability and follicular activation. The ovaries were collected from a refrigerator. Three
replicates were made, in each replica the 3x3x0.5 mm size fragments were distributed in 24-
well plates with the following treatments: conventional (2D), three-dimensional (3D) 300uL /
mL and three-dimensional (3D) 400pnL/mL. Confocal and histological analyzes were performed
immediately after collection (DO0), 24 hours after cultivation (D1) and after seven days of
cultivation (D7). At the end of cultivation, the 2D group had a lower follicular viability (P
<0.05) than the fresh control and the 3D cultivation groups. In addition, the 3D 400 pL / ml
group had superior follicular viability indices (P <0.05) compared to the control group and the
300 puL / ml 3D group. In general, regardless of the culture day, the 3D 400 uL / ml group
presented the highest (P <0.05) proportion of viable follicles. Follicular activation was higher
in all cultivation groups compared to control and the 3D 400 uL / ml group had a higher
activation rate compared to the other groups. Overall, the three-dimensional culture treatment
with 400 puL / ml nanoparticles showed the lowest (P <0.05) rate of cell degeneration. At the
end of the cultivation period all treatments presented similar apoptosis rates (P> 0.05) and lower
than the fresh control (P <0.05). On the first day of in vitro culture, the emission of reactive
oxygen species (ROS) was lower (P <0.05) in the three-dimensional culture groups compared
to fresh control and two-dimensional culture. In general, three-dimensional (3D) cultivation
presented better results for the coverings evaluated in this work when compared to the

conventional methodology.
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1 INTRODUCAO

Os processos de ativacdo e crescimento folicular ovariano ainda apresentam
mecanismos desconhecidos pela ciéncia (LIMA et al., 2016). Devido as dificuldades existentes
para o uso de tecido ovariano humano (barreiras éticas, baixa disponibilidade), pesquisas
recentes t€m investigado a estrutura e fungdo do ovario, principalmente a dindmica folicular,
usando o ovarioanimal como modelo. Espera-se que pesquisas sobre a estrutura do tecido
ovariano ajude a esclarecer mecanismos ainda desconhecidos nos processos de interagdo celular
e ativacao dos foliculos. Neste contexto, ovarios bovinos podem ser 6timos modelos para estudo
da dindmica folicularovariana, pois tem semelhangas importantes com a das mulheres além de
impulsionar estudos da reprodugéo da propria espécie (ARAUJO et al., 2014).

A biotécnica de reprodu¢do MOIFOPA, que permite a manipulagdo de ovdcitos inclusos
em foliculos pré-antrais busca resgatar e conservar os foliculos pré antrais, ¢ umas das mais
importantes formas de estudo da foliculogénese inicial (APOLLONI et al., 2016).

No cultivo de foliculos pré antrais, e para a maioria dos trabalhos descritos que utilizam
cultivo de tecidos, a metodologia de cultivo convencional bidimensional (2D) ainda ¢ a mais
utilizada (BRITO et al., 2014). Este sistema, normalmente utiliza placas e meio de cultivo onde
o tecido se deposita no fundo do poco, e por este motivo, nao pode ser considerado um sistema
otimo, pois impede a preservacao dos arranjos espaciais tridimensionais das células in vivo,
prejudicando a integridade das células (CHOI et al., 2014).

O uso do sistema de cultivo in vitro tridimensional (3D) € uma tentativa de manutengao
mais proxima possivel do sistema in vivo, para recriar o ambiente similar a matriz extracelular
do ovario, que pode permitir a modulagdo do comportamento celular, crescimento, avaliagdes
a resposta e estimulos e a comunicagdo com células adjacentes (DESAI et al., 2010).

Diferentes metodologias e matrizes estao sendo usadas para o cultivo de células etecidos
no sistema tridimensional a fim de obter melhores resultados. As nanoparticulasmagnéticas
compostas de ouro, 0xido de ferro (Fe302, magnetita) e sequéncias peptidicas decélulas-
adesivas (poli-L-Lisina) foram utilizadas em outros trabalhos de cultivo celular(HAISLER et
al., 2013). Estas permitem por meio de uma placa magnética, que propicia alevitacdo das
células, a criacdo de um modelo de cultivo tridimensional (SOUZA et al., 2010).

Neste contexto, objetivou-se avaliar os beneficios do cultivo tridimensional nos
fragmentos de tecido ovariano associando nanoparticulas e levitagdo magnética, comparando
ao sistema tradicional quanto ao desenvolvimento e namanutencao da viabilidade celular dos

foliculos contidos em fragmentos de ovario bovino.
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Considerando tal importancia, a revisdo de literatura a seguir pode ajudar no entendimento da

execucao do projeto e a relevancia do estudo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 OVOGENESE E FOLICULOGENESE

O processo de origem e crescimento dos ovocitos nos mamiferos ¢ denominado de
ovogénese. Esse desenvolvimento tem trés etapas principais: multiplicagdo, crescimento e
maturagdo. A ovogénese ¢ iniciada junto ao amadurecimento do embrido, nesse periodo as
células germinativas primordiais desenvolverao as ovogonias, que mais tarde dardo origem aos
ovocitos primarios, sendo esse desenvolvimento descontinuado até a fase de pubere do
mamifero. O final do processo da ovogénese se dd com quando o ovocito maturo ¢ fertilizado e
o corpusculo polar (segundo) ¢ liberado. Em parametros de normalidade, concomitantemente a
ovogénese, a foliculogénese ¢ iniciada (FIGUEIREDO et al., 1998).

As etapas de origem, desenvolvimento e maturacdo dos foliculos ovarianos ¢
denominada de foliculogénese. Os foliculos ovarianos t€m como principal fungdo ofertar um
ambiente propicio para o desenvolvimento adequado do ovocito. Sua organizacdo advém de um
ovocito envolto em uma ou mais camadas de células denominada de células da granulosa. Ainda
ndo estdo esclarecidos os mecanismos da ativagdo dos foliculos, e as condi¢cdes que podem
influenciar os processos de crescimento, desenvolvimento e diferenciacdo dos mesmos
(ARAUIJO et al., 2014b).

Os foliculos pré antrais podem ser classificados em foliculos primordiais, em transigao,
primarios e secundarios. Os foliculos antrais sdo classificados como terciarios e pré-
ovulatorios, usualmente, distinguidos pelo nimero de camadas de células da granulosa. O
processo de foliculogénese se finaliza com a ovulacdo de um ovocito maturo (Figura 1). Os
foliculos ovarianos podem ser classificados morfologicamente como normais ou degenerados,
sdo considerados normais quando apresentam o ovocito € o nucleo preservados e células da
granulosa organizadas em uma ou mais camadas e foliculos degenerados quando exibem
citoplasma retraido ou desorganizado, com células da granulosa separadas da membrana basal

e ovocito com nucleo picnotico (FIGUEIREDO; SILVA; RODRIGUES, 1999).
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Figura 1: Representagdo esquematica da Foliculogénese e Ovogénese na espécie bovina (Adaptado de
Figueredo et al., 2008).

2.2 ESTRUTURA E ORGANIZACAO TECIDUAL OVARIANA

Os ovarios saoorgaos do aparelho reprodutivo feminino que exercem importantesfuncoes,
como producdo e liberacdo dos ovocitos e producdo dos hormoénios esteroides estrogeno e
progesterona (Figura 2). Estas funcdes sdo interdependentes e complementares paraa reprodugdo

(THIBODEAU; PATTON, 2002).
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Figura 2: Ilustragdo da estrutura e organizagdo do ovario mamifero (Adaptado de LIMA, 2012).

A estrutura e disposi¢do organizacional do ovario pode variar de acordo com a espécie,
idade e periodo do ciclo reprodutivo (HAFEZ, 2004). A superficie do ovario € revestida por
tecido epitelial de células cubicas e sustentado por uma membrana basal. Podem ocorrer na
maioria dos mamiferos, mudangas na conformagdo celular de células ctbicas para planas na
presenga de estruturas que podem pressionar o tecido, como corpos lateos (MATOVA;
COOLEY,2001), abaixo da superficie se encontra uma camada chamada de tinica albuginea e
estroma cortical composto de tecido frouxo.

Pode-se observar duas preponderantes extensdes, cortical e medular. A regido do cortex
esta localizada na parte externa, na maioria das especies, revolta pelo epitélio germinativo, € a
regido onde se localizamos corpos luteos, foliculos ovarianos, fibras coldgenas, fibroblastos,
vasos sanguineos e terminag¢des nervosas. A regido medular ¢ a por¢do interna do ovario,
responsavel pela sustentagdo, vasculariza¢do e inervagdo, dispde de um elevado numero de
vasos sanguineos, nervos e tecido conjuntivo frouxo (HAFEZ, 2004)

O foliculo ovariano, unidade funcional basica do ovario mamifero, no ovario adulto tem
uma reserva fixa de foliculos primordiais para a grande maioria das espécies, € 0 numero de
foliculos varia bastante de acordo com fatores como espécie (MALHI; ADAMS; SINGH,
2005), idade (SILVA-SANTOS et al., 2011) e alimentagdo (SCARAMUZZI; RADFORD,

1993). Para os bovinos, temos a varia¢do de cerca de 8.010 a 94.301 para Bos
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taurus indicus € 50.326 a 1.090.140 para Bos taurus taurus (SILVA-SANTOS et al., 2011).
Cerca 90% dos foliculos ndo chegara a ovulagdo, passardo a um processo conhecido como
atrésia folicular. Ao longo da vida fatores como envelhecimento celular, levam a redugdo

gradual do niamero de foliculos (FIGUEIREDO et al., 2008).

2.3 CULTIVO CONVENCIONAL DE TECIDOS E CELULAS

O classico cultivo in vitro de diferentes tipos de tecidos e células em superficies de vidro
ou plastico, onde células e tecidos tém contato direto com a superficie de cultivo € um método
bidimensional, que tem o objetivo de estudar o comportamento celular fora do organismo e em
atmosfera controlada (ADONA et al., 2015). Um método convencional em que a metodologia
a ser empregada depende da célula ou tecido a ser cultivada. O meio de crescimento celular,
juntamente com o suporte so6lido devem fornecer os nutrientes necessarios para as
sobrevivéncias das células.

O cultivo bidimensional pode ser realizado, além das placas convencionais, em placas
de micro pogos contendo o meio propicio e em pequenas gotas contendo 6leo mineral. Devem
ocorrer trocas de meio regularmente para favorecer a eficiénciado cultivo na tentativa de
impossibilitar a adesdo da célula a superficie de cultivo (BOLAND et al., 1993 PICTON, et al.,
2008).

Os meios bases de cultivo mais empregados sao os que contém a-MEM, TCM-199, e
McCoy (ARAUJO et al. 2014b). Os meios bases podem ser beneficiados com suplementagio
de piruvato, glutamina, hipoxantina e 4cido ascorbico, acrescidos de hormoénios(FSH, GH,
IGFs,VEGFs) e antioxidantes. Normalmente, o ambiente de cultura apresenta 5% de CO2 ou
20% de O2, umidade saturada e temperatura controlada em 38°C (CUNHA et al., 2010).
Existem diversos protocolos e os resultados diferentes em relagdo a meios de cultivo, por isso,
observa-se uma grande necessidade de mais estudos para estabelecer as melhores condi¢des
para o cultivo.

Para o cultivo de tecidos, sabe-se que as cé€lulas se interligam umas as outras € a matriz
extracelular (ECM), que ¢ a estrutura que dé suporte ao tecido e contém proteinas como
colageno, elastina, entre outros. Essa matriz d4 ao tecido propriedades biomecanicas complexas
que ajudam na organizacdo e comunicagdo celular durante o periodo de cultivo. O cultivo
bidimensional de tecido pode induzir modificagcdes nas células receptoras contidas nas
superficies dos tecidos, alterando propriedades bioquimicas importantes do tecido

(BIRGERSDOTTER et al., 2005)
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Na busca por melhoria no sistema 2D, Telfer et al. (2008), cultivaram foliculos pré
antrais humanos utilizando um tipo de cultivo iz situ na presenga de actina, quando os foliculos
foram cultivados em placa de micro pogos com fundo em formato V, houve melhora no contato
entre células e nutrientes permitindo que os foliculos se desenvolvessem de forma mais
acelerada. Esse mesmo tipo de cultivo para espécie bovina também demostrou melhoria no
processo de crescimento e diferenciacdo celular (TELFER & MCLAUGHLIN, 2012).

Apesar dos avangos desta técnica e de seu importante uso em modelos experimentais,
no cultivo 2D as células se proliferam diferentemente do modelo in vivo que € tridimensional.
O contato da célula com a superficie de cultivo modifica a configuracdo da expansio celular e

pode fazer com as ela ndo receba os nutrientes do meio de forma homogénea (PEREIRA et al.,

2016).

2.4 TECNICAS DE CULTIVO IN VITRO 3D DE TECIDOS E CELULAS

Na tentativa de encontrar um sistema de cultivo de células e tecidos que pudesse
reproduzir melhor as condi¢des do sistema in vivo, foi desenvolvido a técnica de sistema de
cultivo chamado tridimensional, a qual o objetivo € criar um ambiente onde a célula ou tecido
ndo fique em contato direto com a superficie de contato, e assim permite que a configura¢io
celular se expanda da forma mais representativa possivel do sistema in vivo. Existem diferentes
tipos de matrizes usadas no cultivo tridimensional que podem ser produzidas a partir de
materiais naturais ou sintéticos. As matrizes mais utilizadas até o momento atual sdo alginato,

misturas de alginato, hidrogel e nanoparticulas (GREEN; SHIKANOV, 2016).

A B Células em C Células em D
meio de cultivo meio de cultivo
Matriz para Cultivo Células

Células em . . ‘
meio de cultivo

3D
l Matriz para Cultivo 3D . '

— J

Cultivo . ; i
! Esferdides 3D Esferdides 3D Esferdides 3D
Convencional . . .
cultlvadps na cultivados dentro cultivados em
matriz da matriz suspengao

Figura 3: Diagrama esquematico da cultura tradicional de células monocamadas bidimensionais (2D) (A) sistemas
de cultura de células tridimensionais (3D) tipicos: esferoides / agregados de células matriz (B), células inseridas
dentro da matriz (C), esferoides de células sem estrutura em suspensas (D) (Adaptado de Edmondson et al. 2014).
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2.4.1 Matriz de alginato e suas composigoes

O alginato (acido alginico) ¢ um suporte tridimensional, derivados de algas, comum para
a cultura de células. Sua eficacia tem sido comprovada para estudos em roedores,
foliculogénese, em primatas e também humanos (GREEN; SHIKANOV, 2016). Os Hidrogéis
de alginato s3o combinagdes de sais de acidos com ions de calcio e magnésio. Estes géis sao
facilmente manipulados e permitem a adi¢do de suporte como o estroma ovariano. A
concentracdo pode ser alterada com a mudanga na quantidade dos compdsitos, a fim de
melhorar a flexibilidade e rigidez do suporte de acordo com a célula cultivada (ANDERSEN et
al., 2015). E usado como biomaterial em produtos biomédicos para uso humano, com aplica¢des
em cicatrizagcdo de feridas, enxerto dsseo, terapia celular e aumento da parede do ventriculo
esquerdo para pacientes com cardiomiopatia dilatada (ANDERSEN et al., 2012).

A adicdo de fibrina ao hidrogel de alginato diminui a rigidez da matriz permitindo que
ela seja um suporte proteico degradado durante o desenvolvimento folicular, e adequa a
concentragdo final de alginato a niveis mais baixos, 0 que ndo seria possivel apenas com o
hidrogel (WEST et a., 2007, SHIKANOV et al., 2009). Esse sistema melhorou a retomada da
meiose e foliculogénese para roedores e primatas (GREEN; SHIKANOV, 2016).

Suportes de estrutura tridimensional de hidrogéis de alginato associados a
nanoparticulas magnéticas demostraram ser promissor para melhorar a vascularizagdo e
organizacdo endotelial na engenharia 6ssea (ANDERSEN et al., 2015). Podem ainda ser
acoplados a peptideos e ser adaptados a elasticidade a maioria dos tipos de tecidos, e todos os

tipos de tecido mole (ROWLEY; MADLAMBAYAN; MOONEY, 1999).

2.4.2 Matrigel

O Matrigel ¢ composto por diferentes proteinas contidas na matriz celular, extraidas de
tumores Englebreth-Holm-Swarm em camundongos, consiste principalmente de laminina,
colageno IV,e enactina. Esse sistema tem importante aplicacdo em pesquisas com células
embrionarias humanas, em que foi demonstrado ser ideal para cultivo de células troncos, ja que
permite queestas células mantenham a capacidade de manter a auto renovacao e a pluripoténcia
(HUGHES;POSTOVIT; LAJOIE, 2010)

Higuchi et al. (2010) demostrou que foliculos cultivados em sistema tridimensional
utilizando matrigel favoreceu o desenvolvimento e ativacdo de foliculos. No final do cultivo foi

observado a formagdo da cavidade antral, o que ndo aconteceu no cultivo convencional.
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Ainda, a suplementagcdo do matrigel com actina melhorou a taxa de maturagdo de foliculos e
ovocitos no sistema tridimensional.

Apesar da matriz de matrigel permitir a adi¢do de suplementacdo, Souza et al. (2010)

considerou que esse tipo de matriz detém da limitagdo quanto a composi¢ao que ¢ fixa e nao

permite modificacao.

2.4.3 PEG

Os hidrogéis sdo formados por moléculas ndo naturais, como polietilenoglicol (PEG).
Estudos demonstram que o hidrogel mantem a viabilidade de células encapsuladas e admite que
o gel seja degradado durante o desenvolvimento celular. Normalmente inerte, esse tipo de
material permite ajuste facilmente as propriedades mecanicas das células, sdo processados e
fabricados com certa facilidade, e amplamente utilizados em estudos de fisiologia celular para
diferentes tipos de células em mamiferos (TIBBITT; ANSETH, 2009).

Os hidrogéis feitos de PEG sdo altamente biocompativeis e exibem caracteristicas
fisicas versateis baseadas em sua porcentagem de peso e densidade de reticulagdo (ALMANY;
SELIKTAR, 2005). Uma adicional vantagem dos hidrogéis PEG ¢ a sua capacidade de sofrer
transi¢do liquido-s6lido controlada na presenca de uma suspensdo celular. Estudos
demostraram que o cultivo de foliculos pré antrais utilizando esse gel permitiu o
desenvolvimento do foliculo até a fase antral com boas taxas de desenvolvimento folicular. Este
gel permite uma expansao volumeétrica do foliculo em até 17 vezes (SHIKANOYV et al., 2011).

Outro hidrogel sintético, com caracteristicas semelhantes, ¢ o PVA, Poli(adlcool
polivinilico), que também mantém suas propriedades mecanicas e viabilidade celular por vérios
dias de cultura, embora ainda ndo tenha sido testado em foliculos ovarianos (BELLI et al.,

2013).

2.4.4 Nanoparticulas Magnéticas

Diversos compdsitos de nanoparticulas tem sido utilizado na medicina nos ultimos anos.
Uma das principais vantagens em usar esse tipo de particula € principalmente o tamanho, além
de ser uma caracteristica controlavel, a disposi¢do em nandmetros coloca esse tipo de material

comparavel ao tamanho de células como virus, proteinas e genes (PANKHURST et al., 2003).

As nanoparticulas magnéticas podem ser revestidas de outras moléculas bioldgicas,
adquirindo assim importantes propriedades como sinalizagdo celular e carreadoras de drogas.
Suas propriedades fisicas, as permitem ser manipuladas por um gradiente externo de campo

magnético (BARCENA; SRA; GAO, 2009).
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Nanoparticulas podem ser acumulados em tumores sélidos, fazendo com carreguem
medicamentos até as células, usadas na radiomarcag¢do de imagens para diagnostico,como
modelos em radioterapia, modelo de culturas celulares e modelos de biossensores
(CANCINO; MARANGONI; ZUCOLOTTO, 2014; LING; LEE; HYEON, 2015). As
nanoparticulas permitem aliar o cultivo 3D a levita¢@o por meio de uma placa magnética. Lin et
al. (2013) obtiveram resultados positivos associando nanoparticulas ao sistema 3D para tratar

disfung¢ao erétil em modelos animais a partir de cultivo de células tronco.

Neuberger et al. (2005), provou que as nanoparticulas de 6xido de ferro sdo bem
toleradas pelas células. As crescentes aplicacdes tém dado origem a muitas preocupacdes entre
autoridades reguladorase cientificas em relagdo a sua toxicologia. Os comportamentos in vivo
e in vitro da toxicologiadas nanoparticulas do 6xido de ferro foram intensamente estudadas para
garantir a seguranca nas Ultimas décadas, em geral estas apresentam boa biocompatibilidade, e
a toxicidade dependede fatores como tipo celular, tamanho e concentracao das nanoparticulas.
Nanoparticulas a basede ouro ja tem eficacia comprovada devido a biocompatibilidade celular
e toxicidade, ja sdo autorizadas em diferentes aplicacdes pela FDA (Food and Drug

Administration) nos Estados Unidos (LANGER; TIRRELL, 2004).

2.5 CULTIVO IN VITRO TRIDIMENSIONAL ASSOCIANDO NANOPARTICULAS E
LEVITACAO MAGNETICA

O interesse das nanoparticulas em estudos se iniciou com a fungdo de investigar processos
celulares e vias de sinalizagdo das moléculas (DOBSON, 2001). Diferentes tipos de
nanoparticulas magnéticas como ouro e oxido de ferro vém sendo utilizadas para cultivo de
células e tecidos.

Lee et al. (2009), demonstrou que o uso de nanoparticulas combinadas ao cultivo
tridimensional reduziu o potencial de toxicidade das nanoparticulas comparado ao sistema 2D.
Souza et al. (2010), observou que nanoparticulas compostas de ouro, 6xido de ferro (Fe302,
magnetita) e poli-L-Lisina dispostas em um hidrogel podem ser uma alternativa aos suportes
porosos biodegradaveis e as matrizes proteicas quando associadas a um sistema de levitagao
magnética. Daquingua et al. (2013), utilizou nanoparticulas para criar um ambiente
tridimensional para cultivo de pré adipocitos tipo 3T3-L1, e concluiu que a estrutura formada
fez com que a células apresentassem maior viabilidade celular por um longo periodo de cultivo,

na cultura 2D as células perderam rapidamente a adesdo a acabaram se degenerando.
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uma mistura dispersa de fibroblastos e células de cancer de mama associando nanoparticulas e levitagdo magnética
(Adaptado de Jaganathan et al. 2014).

2.6 AVALIACAO DA EFICIENCIA DO CULTIVO DE TECIDO OVARIANO

Ap6s o cultivo do tecido do fragmento do ovario bovino, ¢ necessario verificar se a
técnica ¢ eficiente quando comparada as outras metodologias empregadas. Para isso, podem ser
evidenciadas as técnicas de avaliagdo morfoldgica, histologia classica, dosagem hormonal,
expressao génica através dos niveis de RNAm e microscopia por fluorescéncia (ROSSETTO et
al., 2013; ARAUJO et al., 2010; CELESTINO et al., 2011).

A histologia classica ¢ um método convencionalmente utilizado em que permite a
analise do tecido ovariano, e qualidade dos foliculos pré antrais e antrais quanto a carateristicas
como integridade e preservagdo das células ao fim de periodo de cultivo in vitro, fragmento
fresco ou descongelado (MATOS et al., 2007). Considerada uma metodologia simples, de baixo
custo, a histologia classica permite avaliar alteragdes como desorganizagdo das células da
granulosa e seu destacamento da membrana basal, retracdo e a picnose. Uma grande vantagem
da técnica ¢ a de possibilitar andlises quantitativas e qualitativasde um grande numero de
foliculos. Esta técnica se mostra sensivel, podendo obterresultados similares aos de viabilidade
folicular utilizando marcadores fluorescentes como a calceina e o corante azul de tripan
(AMORIM et al., 2003)

A microscopia confocal ou de fluorescéncia € uma técnica que se baseia na varredura a
laser ponto a ponto de um fragmento de tecido ou célula que € previamente marcado por
compostos fluorescentes. Microscopios confocais permitem a aquisigdo de imagens
digitalizadas de diferentes planos focais de uma amostra bioldgica, permitindo reconstruir
tridimensionalmente a estrutura observada (AMOS et al., 2003). Essa técnica permite avaliar
fatores intrinsecos ao metabolismo celular, como a produgdo de espécies reativas de oxigénio,
a apoptose e a necrose (LI et al., 2006).

Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), relacionados a processos de proliferagao celular
e hipoxia, e manuten¢ao da homeostase podem ser monitoradas e quantificados em amostras
biologicas pelo uso do corante 2', 7'-diclorodihidrofluoresceina (H2ZDCFDA) que apresenta
fluorescéncia sob excitacdio com um comprimento de onda de 485-500 nandémetros e
comprimento de onda de emissdo de 515-530 nanometros. A fluorescéncia e produzida apds e
entrada do corante na membrana celular, que por meio de reagdes quimicas produz o composto
fluorescente DCF (CHEN et al., 2010).

O Iodeto de proprideo ¢ amplamente utilizado para mensurar parametros de degeneracao

celular, ele marca de forma brilhante o nicleo da maioria das células, cora o DNA ¢ RNA do
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citoplasma. Com comprimento de onda de 536 nandmetros e emissdo ¢ de 620 nandmetros,
atravessa a membrana de células necréticas e ndo consegue atravessar aquelas em apoptose e
células viaveis (ZAMPOLLA; ZHANG; RAWSON, 2008).

O YO-PRO ¢ ideal para marcacao de apoptose, o processo natural de morte celular
programada, torna a membrana plasmatica permeavel e susceptivel a entrada do corante que
com comprimento de onda excitatorio de 491 nanometros e pico de emissao de 509 nandmetros
consegue entrar livremente na célula e se ligar aos seus 4cidos nucleicos produzindo
fluorescéncia (IDZIOREK et al.,1995).

Estas técnicas objetivam avaliar a viabilidade celular, avaliacdo da ativacdo dos
foliculos, mudancgas na morfologia do tecido e nas células somaticas durante processo de cultivo

in vitro, entre outros.
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3 JUSTIFICATIVA

Existem diversos estudos sobre a foliculogénese em modelos animais com o foco em
foliculos pré-antrais (ARAUJO et al., 2010). Os avangos nos estudos sobre foliculogénese
permitiram o desenvolvimento da biotécnica de manipulagdaode ovocitos inclusos em foliculos
pré- antrais (MOIFOPA) com o objetivo de resgate e manipulagdo in vitro dos ovocitos
advindos destes foliculos (LIMA; DOS SANTOS, 2010). A MOIFOPA permite a
criopreservagao do tecido ovariano, mantendo a viabilidade do tecido, uma etapa importante

para realizacao de outros processos como cultivo, maturagao, transplantesentre outros (LIMA;

DOS SANTOS, 2010).

O estudo dos fragmentos de tecido ovariano podem ajudar a elucidar mecanismos ainda
desconhecidos nos processos de interagdo celular de ativacdo e crescimento dos foliculos
(LIMA; DOS SANTOS, 2010).

No cultivo de foliculos pré antrais, a maioria dos trabalhos descritos utiliza a
metodologia de cultivo convencional (bidimensional - 2D) (NATION; SELWOOD, 2009). Este
sistema ndo pode ser considerado ideal pois impede a preservagdo dos arranjos espaciais das
células in vivo (BRITO et al., 2014). Na busca por um sistema que permita a observagdo com
maior precisdo, o cultivo tridimensional (3D) tem atraido atengdo dos pesquisadores. O sistema
3D pode ser considerado uma mimetizag¢ao do sistema in vivo, ja que pode permitir a modulacao
do comportamento celular, crescimento, avaliacdes a resposta e estimulos € a comunicagdo com
células circundantes (DESAI et al., 2010).

As nanoparticulas magnéticas compostas de ouro, 6xido de ferro (Fe302, magnetita) e
sequéncias peptidicas de células-adesivas (poli-L-Lisina) sdo nanomateriais biocompativeis que
vém sendo amplamente utilizadas em modelos para fins biomédicos devido suas propriedades

(SOUZA et al., 2010).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a viabilidade dos foliculos contidos nos fragmentos de tecidos ovarianos
bovinos durante o cultivo in vitro em sistema 3D utilizando nanoparticulas (ouro, 6xido de ferro

e poli-L-lisina) associadasa levitagdo magnética em diferentes concentracdes.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Quantificar e classificar os foliculos pré antrais (primordial, transi¢ao, primario
e secundario) in vitro no tecido cultivado.
b) Avaliar a viabilidade celular dos foliculos contidos nos fragmentos,

verificando a producdo de ROS,apoptose e degeneragdo celular por microscopia confocal.
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5 HIPOTESES

a) O cultivo em sistema 3D associado a nanoparticulas e levitagdo magnética leva
a um melhor desenvolvimento dos foliculos contidos nos fragmentos de tecido ovariano bovino
se comparado ao cultivo convencional (2D).

b) O cultivo 3D dos fragmentos resultard em menor propor¢do de foliculos
degeneradas ou em apoptose por impedir que as células fiquem aderidas a placa e permitira que
as mesmas se desenvolvam de forma mais efetiva. Além disso, o sistema 3D ira mimetizar a
estrutura dp tecido ovariano in vivo.

c) A maior concentragdao de nanoparticulas resulta em maior viabilidade tecidual.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 REAGENTES
Os reagentes e sondas utilizados neste estudo foram provenientes da Sigma (Sto Louis

MO, USA), a menos que indicado de outra forma.

6.2 COMITE DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS
O presente estudo foi submetido e isento de autoriza¢io de protocolo de Comité de Etica
sob niimero de registro A001/18, uma vez que o material utilizado nao foi coletado a partir de

manipulagdo direta de animais.

6.3 COLETA DO MATERIAL

Os ovarios foram coletados de vacas mesticas em abatedouro-frigorifico no municipio
de Ribeirdo Preto (SP). O transporte do frigorifico ao Laboratério de Reproducdo da
Universidade Federal de Sao Paulo (Ribeirao Preto) ocorreu emgarrafa térmica com temperatura

entre 35°C a 38°C, em um periodo maximo de quatro horas.

6.4 DESENHO EXPERIMENTAL
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Figura 5: Desenho experimental — Cultivo in vitro de fragmento ovariano bovino associando nanoparticulas
e levitagdomagnética.
6.5 OBTENCAO DOS FRAGMENTOS

No laboratorio, os ovarios foram lavados uma vez em alcool 70% e lavados com soro
fisiologico 0,9% previamente aquecido (37°C), suplementado com 100 pg/mL de amicacina e
100 pg/mL de estreptomicina. Em seguida, os ovarios foram lavados com meio HEPES (TCM-
199 HEPES) suplementado com 100 pg/mL deamicacina e 100 ug/mL de estreptomicina. Com
o auxilio do equipamento Tissue slicer, os ovarios foram fragmentados com espessura
aproximada de 3x3x0,5 mm e logo depois os fragmentos do cortex ovariano foram transferidos
para o meio TCM-199 HEPES até o momentoda selecao.

Os fragmentos foram distribuidos aleatoriamente em 4 tratamentos, Controle fresco,
Controle convencional, e cultivo tridimensional nas concentragdo de 300uL/mL e
Concentracao de 400pL/mL nanoparticulas. Cadatratamento recebeu 2 fragmentos para andlise
histoldgica e 2 fragmentos para analise confocal (total de 4 fragmentos por tratamento em

cada réplica). Os Fragmentos selecionados para o
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controle fresco (n=4) foram imediatamente fixados para avaliagdo histoldgica e corados de

acordo com protocolo para avaliagdo confocal.

6.6 CULTIVO IN VITRO CONVENCIONAL E TRIDIMENSIONAL

Finalizada a selegdo, cada fragmento foi distribuido para os respectivos tratamentos em
placas de cultivo de 24 pogos que continham 700 pL. meio de cultivo, composto de TCM-199
suplementado com 3 mg/mL de BSA, ITS (10 pg/mL insulina, 5,5 pg/mL transferrina, 4,0
ng/mL selénio, LifeTechnologies Inc., Grand Island, NY, USA), 2 mM de glutamina, 2 mM de
hipoxantina, 50 pg/mL de acido ascorbico, 100 pg/mL de amicacina e 100 pg/mL de
estreptomicina.

Para os tratamentos de cultivo 3D por levitacdo 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 300 pL/mL e 400 pL/mL.

Com o intuito de propiciar a aderéncia entre o tecido e as nanoparticulas, os fragmentos
de tecido permaneceram 4 horas incubados em estufa com 5% de CO2, em uma temperatura de
38,5°C. Ao término desse periodo, um drive magnético foi adicionado substituindo a tampada
placa nos tratamentos de cultivo 3D. Apds 1 hora foi possivel visualizar o tecido em levitacao.
Os fragmentos de tecido controle 2D foram cultivados em mesmas condi¢des em placas de 24
pocos, porém sem o drive magnético. Os fragmentos foram cultivados em estufa com 5% de
CO2 no ar, a 38,5°C por 7 dias, com troca parcial do meio a cada 2 dias. Todas asanalises foram

realizadas no dia da coleta (D0), D1(24h) e apds o periodo de cultivo 7 dias (D7).
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Figura 6: Cultivo bidimensional e tridimensional dos fragmentos ovarianos bovinos. (A) Placa Magnética (B)
Nanoparticulas e dilui¢des (C) Cultivo 2D (D) Cultivo 3D 300 pL/mL (E) Cultivo 3D 400 pL/mL.

6.7 ANALISE HISTOLOGICA

Apoés a preparacao histoldgica padrao (desidratagdo e emblocagem em parafina), as
amostras foram seccionadas a 7 um de espessura, colocadas em laminas de vidro, e coradas com
acido periddico de Schiff (PAS) e hematoxilina (ALVES et al.,2015). As leituras das laminas
histolégicas foram realizadas no microscopio optico com um aumento de 400x. Foi avaliada o
nimero de foliculos por fragmento; classificagdo quanto ao estdgio de desenvolvimento
(primordial, primario, secundario, em transicdo) e classificagdo morfolégica (normal ou

degenerado) conforme padrao descrito porAlves et al. (2015).

6.8 MICROSCOPIA CONFOCAL

Na analise confocal avaliou-se a viabilidade, apoptose e oxidagdo do tecido ovariano
apés os diferentes tipos de tratamentos. O corante HoDCFDA (A= 485-530 nm) emite
fluorescéncia que indica a intensidade de emissdo de espécies reativas de oxigénio e detec¢do
de processo oxidativo em células fagociticas. A YO PRO 01 (A=491-509 nm) indica através da
emissdo dafluorescéncia a quantidade de células em processo de apoptose. O corante iodeto de
propidio (A= 536-620 nm) emite a fluorescéncia adquirida por células degeneradas. O
comprimento deonda para cada corante foi previamente programado e as seccoes realizadas em
intervalos de 8micrometros com média de 8 a 12 sec¢des em Z-Stack (FABBRI et al.,2014). As

imagens foram
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salvas no programa Zen 2008 instalado ao microscopio e os dados numéricos da intensidade de

fluorescéncia utilizados nas andlises estatisticas.

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¢cdo normal
(teste de Shapiro-Wilk) foram submetidos a transformacdo logaritmica. A intensidade de
fluorescéncia das probes utilizadas (diclorofluoresceina, YO-PRO-1 e iodeto de propideo) foi
comparada entre os tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis. A propor¢ao de foliculos normais
e a ativagao folicular foram analisadas entre os tratamentos e dias de cultivo pelo testedo qui-
quadrado. Os dados foram apresentados na forma de média (+ erro padrio da média) e

porcentagem e os resultados considerados significativos quando P < 0.05.
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7 RESULTADOS

7.1 AVALIACAO HISTOLOGICA

Um total de 11.521 foliculos foram avaliados em 21 amostras de fragmento ovarianos
em 699 seccdes histologicas

Natabela 1 esta descrito a proporcao de foliculos viaveis dos tratamentos propostos apds
24 horas e ao término do cultivo in vitro. Apos 24 horas decultivo foi observada uma redugio
(P<0,05) na proporcao de foliculos viaveis do grupo 2D em relagdo ao controle fresco. Em
contrapartida, os grupos de cultivo tridimensional apresentaram taxas de viabilidade folicular
semelhantes (P>0,05) ao controle fresco. Adicionalmente, o grupo 3D com concentragdo de
400 pL/ml apresentou maior propor¢ao de foliculos viaveis comparado ao grupo 3D 300 pL/ml.
Apos 7 dias de cultivo, o grupo 2D apresentou uma viabilidade folicular menor (P<0,05) que o
controle fresco e que os grupos de cultivo 3D. Além disso, o grupo 3D 400 pL/ml apresentou
indices de viabilidade folicular superior (P<0,05) em relagdo ao grupo controle e ao grupo 3D
300 pL/ml. De uma maneira geral, o grupo 3D 400 pL/ml apresentou maior (P<0,05) proporcao
de foliculos viaveis. A viabilidade folicular reduziu (P<0,05) entre os dias D1 e D7 de cultivo
2D, de maneira oposta a propor¢ao de foliculos viaveis, que foi superior (P<0,05) no final ao
cultivo do grupo 3D 400 pL/ml. Na comparacao entre os métodos de cultivo in vitro, uma maior
(P<0,05) viabilidade de foliculos foi observada no método tridimensional comparado ao

controle fresco e ao bidimensional.

Tabela 1. Propor¢ao (Média = EPM) de foliculos vidveis em fragmentos de tecido ovariano
bovino submetidos aos cultivo convencional e ao tridimensional nas diferentes concentragoes
de nanoparticulas.

Viabilidade % (Média + EPM)

Viabilidade %
2D 49,4 4+ 1,32 *A
3D 77,84 + 1,05 *B
*Difere do controle (P<0,05) A B Difere na coluna (P<0,05)
Controle = 70,4 =+
0,95 Dl D7 Geral

2D 46,36 + 1,50 *Aa 56,60 £ 2,16 *A° 49,4 £1,32 %4
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3D 300 pL/ml

71,26 +2,54 B2

68,78 £2,03 B2 69,93 + 1,60 B

3D 400 puL/ml

79,3 +1,80 ¢

90,78 + 1,20 *¢° 85,48 + 1,13 *¢

*Difere do controle (P<0,05)

A.B.C Difere na coluna (P<0,05)

&b Difere na linha (P<0,05)
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Na avaliacdo de 24h de cultivo, todos os grupos apresentaram uma maior (P<0,05)
propor¢ao de foliculos ativados em comparacdo ao controle fresco (Tabela 2). A ativacao
folicular foi maior (P<0,05) nos grupos de cultivo tridimensional comparado ao bidimensional.
O grupo 3D 400 pL/ml apresentou ativagao folicular superior (P<0,05) ao grupo 3D 300 uL/ml.
Apos 7 dias de cultivo todos os grupos apresentaram maior (P<0,05) proporcao de foliculos
ativados em relagdo ao controle fresco . Neste periodo a propor¢ao de ativagao folicular foi
semelhante (P>0,05) ao entre os grupos de cultivo. Adicionalmente, os foliculos em
desenvolvimento do grupo 2D tiveram propor¢ao maior (P<0,05) em D7, enquanto a ativagao
folicular nos grupos de cultivo tridimensional foi semelhante (P>0,05) entre os dias D1 e D7.
De modo geral, a ativag¢do folicular foi maior em todos os grupos de cultivo em relagdo ao
controle fresco e o grupo 3D 400 puL/ml apresentou maior taxa de ativagdo comparado aos

outros grupos.

Tabela 2. Propor¢dao (Média + EPM) de foliculos ativados em fragmentos de tecido ovariano
bovino submetidos aos cultivo convencional e ao tridimensional nas diferentes concentracoes
de nanoparticulas.

Ativacao folicular (Média £ EPM)

Controle Fresco =42,31 + 1,2

D1 D7 Geral
2D 74,15+£220 %A% 9224+ 137 %A 8297+ 147*A
3D 300 pL/ml 88,5+£2,45*B1 9206+ 1,44 *4* 9045+1,37*8
3D 400 pL/ml 96,2+ 0,88 €@ 96,40+ 0,70 *A* 96,33 +£0,55 *€

Ativagao %

2D 82,87 + 1,47 *4
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3D 93,49 £0,73 *B

*Difere do controle (P<0,05)

A andlise de correlagdo demonstrou uma associagdo positiva (p<0,001) entre a
concentracdo de nanoparticulas utilizadas no cultivo tridimensional e a propor¢ao de foliculos

vidveis, bem como de foliculos ativados (Figura 7).
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Figura 7. Representagdo da associagdo entre (A) viabilidade (B)ativacdo folicular em relagdo ao aumento da
concentragdo de nanoparticulas



7.2 MICROSCOPIA CONFOCAL

7.2.1 IODETO DE PROPIDEO (I.P)

De modo geral, o tratamento de cultivo tridimensional com 400 pL/ml de nanoparticulas
apresentou a menor (P<0,05) taxa de degeneracao celular (tabela 4). Ap6s 24h horas de cultivo
todos os tratamentos apresentaram indices de degeneracao celular menores (P<0,05) que o

controle fresco. Na avaliagdo de 7 dias de cultivo (D7) o tratamento de 400 pL/ml apresentou

menor taxas de degeneragao celular (P<0,05) aos demais tratamentos (Figura 8).

Tabela 4. Taxa de degeneragdo celular (Média + EPM) dos fragmentos de tecido ovariano
submetidos aos cultivo convencional ¢ ao tridimensional nas diferentes concentracoes de

nanoparticulas.
P.I
D1 D7 GERAL
Controle=17,1+1,7
2D 9,72 + 0,80 AB* 13,66 + 1,46 A 11,6 £0,6 A
300 10,98 + 0,68 2A* 13,25 £ 0,95 A 12,1 £0,6 A
400 7,64 £1,04 2B* 2,84 +0,22 bB* 52+0,68

AB Difere na coluna (P<0,05) 2 Difere na linha (P<0,05)
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Figura 8 Intensidade de fluorescéncia (médiatepm) emitida em tecido ovariano bovino corado pelo iodeto de
propideo em relacdo a diferentes a concentracio de nanoparticulas (A) Controle fresco (B) Cultivo convencional
(C) 3D 300 uL/ml (D) 3D 400 puL/ml, avaliadosapds 7 dias de cultivo.

7.2.2 YO-PRO

O nivel de apoptose celular em D1 foi menor (P<0,05) para os tratamentos de 300 pL/ml
e 400 pL/ml de nanoparticulas quando comparados ao grupo controlefresco. Ja o tratamento
bidimensional apresentou taxa de apoptose semelhante ao controle fresco (P>0,05) (Tabela 5).
Ap6s 7 dias de cultivo todos os tratamentos apresentaram taxas de apoptose semelhantes entre
si (P>0,05) e menores que o controle fresco(P<0,05). De um modo geral a taxa de apoptose foi

semelhante entre os grupos de cultivo tridimensional e bidimensional (P>0,05).

Tabela S. Taxa de apoptose celular medida pelo YO-PRO nos fragmentos de tecido ovariano
submetidos aos cultivo convencional e ao tridimensional nas diferentes concentragoes de
nanoparticulas.

YO-PRO

D1 D7 Geral

Controle=13,5+1,2

2D 12,9 +0,8 aA 7,2+0,9 bA* 10,1 £0,6 4
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300 10,2 + 0,7 aB* 8,9+ 0,6 an* 9,6 0,4 A

400 8,1 £0,7 aB* 9,3+£1,2 oaa* 8,7+0,74

AB difere na coluna (P<0,05) 2, difere na linha (P<0,05) * Difere do CF (P<0,05)

D E

Figura 9 . Fragmentos ovarianos avaliados quanto a emissdo de fluorescéncia média detectada pelo YO-PRO no
periodo decultivo (B) Controle fresco (C) 2D (D) 3D 300 puL/ml (E) 3D 400 puL/ml avaliados ao final do cultivo.

7.2.3 DCF

No primeiro dia de cultivo in vitro a emissao de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi
menor (P<0,05) nos grupos de cultivo tridimensional comparado ao controle fresco e ao cultivo
bidimensional (Tabela 6). O tratamento com 300 pL/ml de nanoparticulas apresentou taxas de
emissao deROS superior (P<0,05) ao grupo com 400 puL/ml de nanoparticulas.

Apo6s o término do cultivo foi observado reducdo da emissdo de ROS para todos os
grupos de cultivo em relagdo ao controle fresco (P<0,05). Adicionalmente, nos grupos de
cultivo tridimensional a emissdo de ROS se manteve constante entre o primeiro e o Ultimo dia

do cultivo in vitro (P>0,05).
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Figura 10. Fragmentos ovarianos avaliados quanto a emissao de fluorescéncia média detectada pelo DCF no
periodo decultivo (B) Controle fresco (C) 2D (D) 3D 300 puL/ml (E) 3D 400 puL/ml avaliados ao final do cultivo.

Tabela 6. Taxa de emissao de ROS medida pelo DCF nos fragmentos de tecido ovariano
submetidos aos cultivo convencional ¢ ao tridimensional nas diferentes concentragcoes de
nanoparticulas.

DCF

DI D7 GERAL
CF=  33,4+36
2D 32,5+£2,44 19,5 3,1 bA* 260+184
300 25,1 £ 2,0 % 22,5+ 1,9 ax 23,8+ 1,7 A8
400 18,0 £1,9 ac* 21,8 +3,1 aAx 199+1,78

AB Difere na coluna (P<0,05) #,* Difere na linha (P<0,05)

7.2.4 CORELACOES

O indice de degeneracdo celular tem correlagdo positiva com a produgdes de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e taxas de apoptose. Em contrapartida, a emissdo de ROS so
apresentou correlagdo com as taxas de apoptose. Enquanto isso, as taxas de apoptose nao

apresentaram correlacdo com nenhum dos parametros avaliados.
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Figura 11. Representagdo grafica da correlagdo entre a média de fluorescéncia detectadas por meio de ROS, DCF
¢ YO-PRO nos fragmentos bovinos avaliados (n=581).
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8 DISCUSSAO

Dentro do nosso conhecimento, 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 tecido ovariano bovino.

O cultivo tridimensional associado a maior concentracao de nanoparticulas favoreceu a
viabilidade folicular. Durante o cultivo tridimensional, o tecido ndo entra em contato com a
placa , e isto faz com que o ambiente in vivo seja mimetizado, permitindo que desta forma as
células se desenvolvam de forma mais adequada (GEEN; SHIKANOYV, 2016). Entende-seque
o ambiente tridimensional é capaz de melhorar a viabilidade do cultivo in vitro. Conforme
descrito neste trabalho, outros estudos ja demostraram boa resposta do cultivo celular utilizando
o sistema tridimensional de levitacdo magnética. Antonino et al. (2019), demostrou que o uso
de cultivo tridimensional baseado emlevitacdo magnética melhorou a viabilidade folicular in
vitro de foliculos secundarios bovinos proporcionando melhor formagdo de antro, diminuiu a
extrusdo e degeneracdo e manteve taxa de crescimento apropriada, melhorando a viabilidade
dos ovocitos. Zhao et al. (2018) observaram que foliculos isolados de galinhas domésticas
(Gallus domesticus),independentemente do método de isolamento, apresentaram taxas de
sobrevivéncia e viabilidade superiores quando cultivados em matriz tridimensional de hidrogéis
de alginato porcultivados por 07 dias comparado ao cultivo bidimensional.

A ativagao folicular foi beneficiada pelo cultivo tridimensional e pela concentragdo mais
alta de nanoparticulas. Entende-se que, assim como houve melhoria nas taxas de viabilidade
celular, o cultivo tridimensional pode ter preservado as principais caracteristicas morfologicas
dos foliculos ovarianos que por conseguinte melhorou a comunicagdo entre as células
circundantes que sdo responsaveis pela producdo de fatores estimulatorios da ativagdo folicular.
Estudos recentes demonstraram que o processo requer uma combinacao de fatores inibitorios,
estimulatorios e de manutencdo. Adicionalmente, o ambiente fisico dos foliculos em
desenvolvimento parece afetar diretamente a resposta ao estimulo e inibi¢do fatores de ativacao
e, portanto, influenciar diretamente sua capacidade de crescimento dos foliculos
(McLAUGHLIN, 2009). Abdi et al. (2016) observaram que foliculos pré antrais de
camundongos cultivados em matriz tridimensional de alginato de sodioe acrescido de Kit
Ligante (KL) apresentaram melhores taxas para ativacdo folicular e desenvolvimento quando

comparado ao cultivo bidimensional também suplementado de KL.
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Quanto ao uso de naoparticulas , os paramentos avaliados de viabilidade e ativagdo
folicular foram superiores nos tratamentos com maior concentragdo de nanoparticulas, o que
contribui para confimar a biocompatibilidade deste tipo de material. Diferentes tipos de
nanoparticulas tem ganhado destaque na tentativa de se desenvolver um sistema de cultivo
tridimensional ideal para células e tecidos. Avaliada a biocompatibilidade de um hidrogel
composto de ouro, nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro e bacteriéfago e associado a
levitacdo magnética, demostrou -se que diferentes tipos de células em co-cultura podem ser
alcancados (SOUZA et al.,2010). Um estudo in vitro demonstrou que nanoparticulas de silica
(sNP) acopladas ao fator decrescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) carregadas em um
suporte a base de colageno tridimensional melhorou a resposta de condrocitos articulares
humanos para o tratamento direcionado e controlado das lesdes da cartilagem articular
(PASOLD et al., 2015). Além disso,Silva et al. (2015) demonstrou melhores resultados ao
utilizar o cultivo tridimensional para o cultivar foliculos pré-antrais caprinos utilizando matriz
de alginato, além de apresentar maiorestaxas de sobrevivéncia folicular, e maior percentagem de
desenvolvimento in vitro, os foliculosforam capazes de fertilizagdo e producao embrides viaveis
quando se aumentou a concentragaoda matriz. Xu et al. (2009) também observou correlagao
positiva ao relacionar a viabilidade folicular com o aumento da concentragdo da matriz
tridimensional de alginato utilizada para cultivar foliculos pré-antrais de primatas.

Os resultados demonstraram, que o cultivo tridimensional com nanoparticulas parece
minimizar a formagao de perdxido de hidrogénio no tecido em relacao ao cultivo 2D, e quando
levamos em consideracao a concentracao, 400 uL/mL de nanoparticulas parece ter colaborado
com a diminuic¢ao da produ¢do de ROS. A formacao de espécies reativas de oxigénio pode ser
gerada por meio de diferentes mecanismos, como o aumento metabdlico oxidativo, estresse
osmotico (CASTRO et al., 2011), ou mesmo alteracdes nos mecanismos de defesa celular como
dos antioxidantes, que protegem as células da peroxida¢ao lipidica (RIBEIRO et al., 2005). A
presenca de espécies reativas de oxigénio em excesso tende a causar alteragdes celulares como
danos nas mebranas celulares. A intensidade de fluorescéncia esté relacionada a quantidade de
peroxidos presentes no tecido quanto maior for a intensidade de fluorescéncia, presenca de
DCF, mais DCFH foi oxidado por EROs (GLEBSKA; KOPPENOL, 2003).

Através de um mecanismo de agdo ainda desconhecido, o cultivo tridimensional na
concentracdo de 400 uL/mL pode ter favorecido a manutencdo da integridade da membrana
celular . Sabe-se que logo ap6s a remocgao dos ovarios o aporte de oxigénio e consequentemente

fluxo sanguineo ¢ suprimido, levando a um aumento no processo de degeneracdo celular
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(WONGSRIKEO et al., 2005). A redugdo da oxigenagdo celular diminui a produgdo de ATP
celular afetando diretamente a permeabilidade das membranas celulares alterando o fluxo de
Na+ para o citoplasma, ativa a Na+ /K+ ATPase, que demuda a distribuicao de Ca++ fazendo
com que a agua intracelular se eleve (ALBERTS et al.,2013), podendo resultar em aumento do
volume da célula, formacgdo de vacuolo no citoplasmatica e degeneragdo, até¢ chegar a morte
celular (BARROS et al., 2001). . Estudo prévio, (Lee et al., 2013) demostrou que o cultivo 3D
com nanoparticulas e hidrogéis de silica diminuiu a degeneracdo celular e aumentou a
viabilidade de células de tecido neural.

O Cultivo tridimensional com as nanoparticulas parece ter favorecido mecanismos de
controles apoptoticos, fazendo com que esse tratamento apresentasse menor taxa quando
comparado aos outros. Diferente da morte celular por degeneragdo e necrose, a apoptose ou
morte celular programada € essencial para a manutencdo e desenvolvimento tecidual, este
processo pode eliminar células defeituosas e ajudar a manter a viabilidade celular. Durante esse
processo a célula passa por mecanismos como a retragdo, perda da aderéncia da matriz celular
e células circundantes, condensagao da cromatina, fragmentacao do DNA e formagao dos corpos
apoptéticos. Os ovodcitos sdo mais sensiveis aos efeitos do apoptose, o desenvolvimento do
foliculo aumenta sua resisténcia, e os processos inerentes a celula podem ocorrer primeiro
primeiro nas células da granulosa (MORITA e TILLY,1999). Células cultivadas em arquitetura
tridimensional mostraram diferencas na resisténcia a apoptose e quimioterapicos quando

comparados as culturas convencionais (WEAVER et al., 2002).
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9 CONCLUSAO

Por fim, os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que a utiliza¢do do sistema de
cultivo tridimensional por levitagdo magnética, aliado a presenca de nanoparticulas, demonstrou-se
eficaz na preservacao da morfologia dos foliculos ovarianos durante o cultivo in vitro. Observou-se
que esse modelo possibilita a manutencao da integridade estrutural do tecido ovariano, especialmente
no que diz respeito a organizacao das células da granulosa e a conservacao do ovdcito central.

Adicionalmente, verificou-se uma correlagao positiva entre a concentracao de nanoparticulas
utilizadas e o grau de preservacdo morfologica dos foliculos, sugerindo que o aprimoramento da
densidade dessas particulas pode potencializar os efeitos benéficos do sistema tridimensional. Esse
achado reforga a hipotese de que a simulacdo de um microambiente mais proximo das condig¢des in
vivo — promovida pela levitagdo celular — ¢ fundamental para o sucesso de culturas prolongadas de
tecido ovariano.

Dessa forma, conclui-se que a associagdo entre levitagdo magnética e nanoparticulas
representa uma alternativa promissora para protocolos de cultivo de foliculos pré-antrais, abrindo
novas possibilidades para a preservacao da fertilidade, reprodugdo assistida e avango nas pesquisas

sobre dinamica folicular em modelos animais e, futuramente, em humanos.
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