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INTRODUCAO

O espermatozoide, gameta masculino, apresenta relevante papel no
processo de embriogénese, além da contribuicdo gendmica haploide
paterna para a fertilizagdo. Sua fungéo esta diretamente ligada a morfologia
do espermatozoide, em que todos os seus componentes, a saber, cabeca,
acrossoma, pega intermediaria e cauda, estdo relacionados ao processo
adequado de fertilizagdo, isto é, a unido dos gametas masculinos e
femininos para a formagdo do zigoto'. Apds este processo, a célula
espermatica continua a desempenhar diversas fun¢des no desenvolvimento
embrionario, como na ativagdo do odcito?. Além disso, de maneira espécie-
especifica, o gameta paterno pode atuar no desenvolvimento do centriolo,
organela essencial para a divisdo celular®. O espermatozoide, ainda, esta
relacionado a manifestagdes epigenéticas no embrido por meio de
metilagdo do DNA, modificagdes de histonas e acessibilidade da
cromatina®. Considerando a sua diversidade de fun¢des durante a
embriogénese, o presente trabalho teve como objetivo otimizar o protocolo
de Fertilizacdo in Vitro (FIV) em camundongos BALB/c, a fim de avaliar
o impacto de espermatozoides produzidos de machos tratados com
nanoparticulas quanto a qualidade e ao desenvolvimento o embrionario.

MATERIAL E METODOS

Os resultados apresentados sdo referentes as etapas iniciais da FIV. Para
tanto, ocorreu o pareamento de 3 fémeas com 3 machos do grupo controle,
isto é, machos murinos que ndo foram submetidos a nenhum tipo de
tratamento com nanoparticulas. Isto porque o objetivo do estudo é otimizar
o processo de FIV, criando padrdes para analises futuras, nas quais serdo
observados também os machos do grupo tratado.

As fémeas foram dispostas na Tabela I com o conjunto de ovdcitos totais
recuperados e também o total de ovoécitos efetivamente analisados. Sendo
que alguns ovocitos ndo se qualificavam para permanéncia em cultivo.

Tabela 1: Total de ovdcitos recuperados e ovocitos efetivamente
analisados. (Elaborado pelos autores, 2025)

Ovaécitos Ovécitos
Fémea voct Ovécitos analisados analisados/recuperados
recuperados o
Fémea 1 26 19 73,07
Fémea 2 8 5 62,5
Fémea 3 24 14 58,33

Animais e Superovulagdo das fémeas

Para a realizag@o deste trabalho, foram utilizados 3 camundongos fémeas
e 3 machos da linhagem BALB/c provenientes do Biotério Central da
UFMG (CEUA 132/2023). Por um periodo de 20 dias, anterior a
estimulac@o hormonal, estas fémeas foram avaliadas diariamente, por meio
de citologia vaginal realizada por lavado vaginal e coloracdo com pandtico.
A técnica foi empregada para classifica-las de acordo com seu
posicionamento em seu ciclo estral. As fémeas foram estadiadas em
proestro, estro, metaestro e diestro’. A caracterizagdo do estadiamento no
ciclo estral permaneceu até que as fémeas estivessem em diestro, momento
no qual foram submetidas ao protocolo de superovulagdo®. A indugio de
superovulacdo nas fémeas murinas foi realizada por meio da aplicagdo
intraperitoneal (IP) de equine chorionic gonadotropin (eCG) 72 horas
antes da eutanasia das fémeas, seguida de human chorionic gonadotropin
(hCG) 13 horas antes da eutanasia das fémeas.

Coleta e processamento dos gametas

Para a coleta dos odcitos, os animais superovulados foram submetidos a
eutanasia por overdose anestésica através de uma injegdo IP (cetamina 240
mg/kg e xilazina 30 mg/kg). Apds a dissecagdo do aparelho reprodutor das
fémeas, os ovarios e tubas uterinas foram separados e os ovdcitos
coletados. Os oodcitos foram recuperados das tubas uterinas e
acondicionados em gota de 200 pL. de Meio CSCM-C (Continuous Single
Culture Medium Complete) até o processo de fertilizagdo. Em seguida os
machos foram eutanasiados e o aparelho reprodutor foi coletado. O
epididimo direito foi separado e encaminhado ao processamento para a
FIV e o esquerdo para a analise seminal pré-swim-up. Os espermatozoides
foram coletados da cauda do epididimo, em que foram avaliados quanto a
motilidade. Apds capacitagio in vitro dos espermatozoides, 3 puL da gota
de swim-up dos espermatozoides foi adicionada a placa contendo os
ovocitos recuperados e incubados por 4 horas. A incubagdo de todas as
placas usadas no experimento foi feita em atmosfera a 5% de CO2, a 37°C
em meio de umidade saturada. Os embrides foram avaliados durante 5 dias
quanto ao numero de clivagens e a quantidade total de embrides que
atingiram a fase de blastocisto.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados preliminares de contagem total de ovodcitos permitiram
identificar os efeitos da superovulagdo. A média obtida de ovocitos totais
foi de 19,3. Este achado ¢ similar aos descritos por GOLKAR-NARENIJI
et al (2012), no qual a média de ovdcitos recuperados para fémeas de
BALB/c tratadas com protocolo hormonal similar foi de 19,47. Apesar
disso, houve variagio significativa na contagem total de gametas
femininos por fémea, variando de 8 (Fémea 2) a 26 (Fémea 1),
apresentando um desvio-padrio de 9,8, destacando variabilidades
individuais das fémeas perante o protocolo de superovulagao.

Com relag@o a taxa de aproveitamento dos ovocitos, as fémeas 1, 2 e 3
obtiveram taxas de odcitos analisados (isto é, considerados aptos para a
permanéncia em cultivo), respectivamente, de 73,07%, 62,5% e 58,33%,
com média de 64,63% (com 38 ovdcitos analisados) para o aproveitamento
dos gametas recuperados. Este dado ¢ superior ao encontrado por
GOLKAR-NARENII et al (2012), quando se trata de ovocitos maduros,
cuja porcentagem demonstrada foi de 45,6% em protocolo semelhante’.

As Tabelas 2 e 3 apresentam a analise seminal para machos controle
avaliados, com enfoque para a motilidade, parametro essencial para a
fertilizagdo em mamiferos®, cujos resultados foram organizados em anélise
pré e pos swim-up.

Tabela 2: Analise da viabilidade espermatica pré swim-up com
avaliac@o da motilidade dos espermatozoides (Elaborado pelos autores,

2025).
Macho Progressivo % Nio progressivo % Imével %
Macho 1 42 21,5 36,5
Macho 2 37,5 19 435
Macho 3 59 12 29,5

Tabela 3: Analise da viabilidade espermatica pds swim-up com
avaliacdo da motilidade dos espermatozoides (Elaborado pelos autores,
2025).
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Macho Progressivo % Nio progressivo % Imével %
Macho 1 61,5 14,5 24
Macho 2 50 25,5 24,5
Macho 3 57,5 12,5 30

Os resultados da viabilidade espermatica anterior ao swim-up permitem
caracterizar a qualidade dos gametas inicialmente, tomando como
parametro principal a porcentagem de espermatozoides progressivos. A
média encontrada na analise inicial foi de 43,16% de progressivos, tendo
um desvio-padrio de 9,25%. Comparativamente, a média encontrada apds
o processamento dos espermatozodides no swin-up chegou a um patamar de
56,33% com um desvio-padrio de 4,76%.

Os dados demonstraram eficiéncia do procedimento de capacitagdo dos
espermatozoides, como demonstrado pelo aumento significativo do
principal pardmetro espermatico, a motilidade progressiva. Embora o n
amostral tenha sido significativamente menor, os dados de motilidade
verificados superam os encontrados na literatura ao compara-los com
modelo murino em processamento de gametas semelhantes®.

Tabela 4: Numero total de Clivagens e Blastocistos. (Elaborado pelos
autores, 2025)

Fémea Clivagens Blastocistos
Fémea 1 5 1
Fémea 2 0 0
Fémea 3 2 0

Ao considerar as trés fémeas pareadas com os machos controle, é possivel
observar baixo ntimero de clivagens em relagdo ao total de ovdcitos de fato
analisados (7 clivagens de 38 ovdcitos, ou 18,42%), bem como apenas a
formagdo de um tunico blastocisto, como observado na Tabela 4. Tais
dados evidenciam taxas de clivagens inferiores as reportadas na literatura,
as quais variam entre 41,2% e 65,2% em protocolos de FIV em
camundongos de mesma linhagem que a utilizada no presente trabalho,
BALB/c”-°.

A performance, considerada inferior para as taxas de fertilizagdo, permite
visualizar a alta complexidade dos protocolos de FIV para o modelo
murino utilizado. O que demonstra sensibilidade do protocolo e
necessidade de otimizagdo continua, visto que o objetivo final deste
procedimento € o estudo futuro da contribuigdo dos gametas masculinos
para o desenvolvimento embrionario, ou seja, a analise do grupo tratado
com nanoparticulas em trabalhos posteriores.

CONSIDERACOES FINAIS

A FIV em camundongos utiliza gametas coletados a partir dos animais
previamente superovulados. Os dados referentes a recuperacdo de ovocitos
e a taxa de aproveitamento do presente estudo inicial demonstraram-se
promissores para o protocolo hormonal para superestimulagdo ovariana
das fémeas. Os resultados acerca do sucesso da fertilizagdo, no entanto,
mostraram-se inferiores aos descritos na literatura, o que demonstra a
importancia da otimizagdo do processo ampliando o n amostral, a fim de
valida-lo para a avalia¢do da fertilidade dos machos.
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