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RESUMO

A producao in vitro de embrides bovinos enfrenta limitagdes significativas associadas
ao estresse oxidativo gerado pelo ambiente subotimo de cultivo, o qual compromete
a competéncia oocitaria e a viabilidade embrionaria. O zinco atua como um regulador
metabalico e cofator enzimatico essencial nesse processo, sendo as nanoparticulas
de o6xido de zinco uma estratégia inovadora para ampliar sua biodisponibilidade e
interacdo celular. O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos da
suplementacéao de diferentes concentragcdes de NPZnO durante a maturagao in vitro
sobre a qualidade oocitaria e o desenvolvimento embrionario bovino. Os resultados
demonstraram que a concentragao de 1,5 pg/mL promoveu a maior taxa de produgao
de blastocistos (60,5%), estatisticamente superior ao grupo controle (51,8%; p < 0,05),
enquanto a concentragdo de 7,5 pg/mL induziu toxicidade bloqueio da maturagao
nuclear de odcitos, aumento de EROs e do indice apoptético de blastocistos (p < 0,05).
Apesar do efeito benéfico da concentragdo de 1,5 pg/mL, ndo houve diferenca
significativa no nivel de EROs em oécitos em relagdo ao grupo controle (p > 0,05) e
foi observado aumento da lipoperoxidagao em embrides (55,1% em comparagao aos
49,9% do grupo controle; p < 0,05), sugerindo uma ativacédo metabdlica adaptativa.
Conclui-se que as NPZnO apresentam efeito dose-dependente e indicam um possivel
comportamento hormético, com melhor desempenho observado na concentragéao de
1,5 yg/mL na PIVE bovina. Este trabalho evidencia que a modulagao permite o suporte
ao desenvolvimento embrionario dentro de uma janela terapéutica, atuando por vias
de sinalizagdo e regulacdo metabdlica, independente de um efeito antioxidante

classico de neutralizagao direta de radicais livres.

Palavras-chave: Nanotecnologia; Biotecnologia; Estresse oxidativo; Odcitos;

Blastocistos.



ABSTRACT

In vitro production of bovine embryos faces significant limitations associated with
oxidative stress generated by suboptimal culture conditions, which compromise oocyte
competence and embryo viability. Zinc acts as an essential metabolic regulator and
enzymatic cofactor in this process, and zinc oxide nanoparticles are an innovative
strategy to increase its bioavailability and cellular interaction. The objective of the
present study was to investigate the effects of supplementing different concentrations
of NPZnO during in vitro maturation on oocyte quality and bovine embryo development.
The results showed that the concentration of 1.5 ug/mL promoted the highest
blastocyst production rate (60.5%), statistically superior to the control group (51.8%;
p<0.05), while the concentration of 7.5 pg/mL induced toxicity, blocking oocyte nuclear
maturation, increasing ROS and the apoptotic index of blastocysts. p<0.05), while the
concentration of 7.5 uyg/mL induced toxicity, blocking oocyte nuclear maturation,
increasing ROS and the apoptotic index of blastocysts (p<0.05). Despite the beneficial
effect of the 1.5 pg/mL concentration, there was no significant difference in the level of
ROS in oocytes compared to the control group (p>0.05), and an increase in
lipoperoxidation was observed in embryos (55.1% compared to 49.9% in the control
group; p<0.05), suggesting adaptive metabolic activation. It is concluded that NPZnO
have a dose-dependent effect and indicate possible hormetic behavior, with better
performance observed at a concentration of 1.5 ug/mL in bovine IVEP. This study
shows that modulation by nanoparticles supports embryonic development within a
therapeutic window, acting through signaling and metabolic regulation pathways,

independently of a classic antioxidant effect of direct neutralization of free radicals.

Keywords: Nanotechnology; Biotechnology; Oxidative stress; Oocytes; Blastocysts.
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1 INTRODUGAO

A producéo in vitro de embrides (PIVE) bovinos é uma técnica bastante utilizada
na industria e pesquisa pecuaria, visando melhorar a eficiéncia reprodutiva e a
qualidade genética do rebanho. Essa técnica consiste em trés etapas subsequentes
que simulam o ambiente in vivo: a maturagéao in vitro (MIV) dos odcitos, a fertilizagdo
in vitro (FIV) e o cultivo in vitro (CIV) dos zigotos até a fase de blastocistos, geralmente
alcangada no sétimo dia apds a fecundacgao (Gallego et al., 2022). Apesar da ampla
aplicacao, a técnica ainda enfrenta limitagdes importantes relacionadas ao estresse
celular consequente do ambiente artificial, que frequentemente resulta em eficiéncia
inferior a observada in vivo.

Nesse contexto, diversos fatores podem interferir no desenvolvimento
embrionario, entre eles o estresse oxidativo, considerado um dos principais desafios
dessa técnica. Diferente do ambiente fisioldgico, o sistema in vitro expbe gametas e
embrides a uma tensdo de oxigénio atmosférica superior a do oviduto, além da
exposicao a luz e a auséncia dos sistemas de neutralizagdo naturais presentes nos
fluidos reprodutivos (Soto-Heras; Paramio, 2020). As espécies reativas de oxigénio
(EROs), geradas naturalmente no metabolismo celular, podem atingir niveis elevados
no ambiente in vitro, ocasionando danos estruturais e funcionais em moléculas como
lipidios, proteinas e acidos nucleicos.

Para equilibrar essa producdo, o odcito possui mecanismos de defesa
enzimaticos, como a superoxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPx), e
nao enzimaticos, como a glutationa (GSH) (Cetica et al., 2001). Contudo, quando a
producao de radicais supera essa capacidade de defesa, EROs como o anion
superoxido (O2") sdo capazes de atravessar membranas celulares, promovendo
alteracdes mitocondriais, bloqueio do desenvolvimento celular, deplecdo de ATP e
apoptose (Soto-Heras; Paramio, 2020). Esse desequilibrio oxidativo esta diretamente
associado a perda de competéncia oocitaria, que resulta em menores taxas de
clivagem, reducdo na produgao de blastocistos e diminuigdo da criotolerancia dos
embrides produzidos (Leite et al., 2017).

Na tentativa de mitigar esses danos, diversas estratégias de suplementagao
com antioxidantes convencionais, como melatonina, cisteamina, vitamina E e
glutationa, tém sido testadas nos meios de MIV. No entanto, os resultados s&o

inconsistentes devido a baixa estabilidade dessas moléculas no meio de cultura,
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dificuldade de permeabilidade através da zona pelucida ou rapida oxidagao antes de
exercerem efeito (Khalil et al., 2021). Essas limitagées estimulam a busca por novos
agentes que oferegam maior estabilidade.

Diante desse cenario, a suplementacdao do meio de cultivo de odcitos e
embrides bovinos com nanoparticulas de éxido de zinco (NPZnO) desponta como uma
abordagem inovadora e promissora para mitigar os efeitos deletérios das EROs e,
assim, favorecer o desenvolvimento embrionario in vitro (Abdel-Halim; Moselhy;
Helmy, 2018; Patron-Romero et al., 2022). Essas NPs podem apresentar
propriedades antioxidantes, sendo capazes de neutralizar a agao de EROs e proteger
as células contra danos oxidativos (Mohd Yusof et al., 2022). A vantagem da aplicagéo
em nanoescala esta na elevada relagdo superficie-volume, que aumenta
significativamente o numero de sitios ativos disponiveis para a neutralizagdo de
EROs. Além disso, as nanoparticulas permitem uma liberagéo controlada de ions Zn?*
e apresentam maior capacidade de internalizagao celular em comparagéo com outras
fontes convencionais de zinco, o que pode potencializar a eficiéncia da acao
(Albanese; Tang; Chan, 2012).

Considerando que o zinco € um mineral essencial, ja reconhecido por atuar
como cofator de importantes enzimas presentes durante o desenvolvimento
embrionario (Picco et al., 2010), acredita-se que sua formulacdo na forma de
nanoparticulas possa ser ainda mais vantajosa do que o mineral em sua forma bulk
(em escala maior de tamanho). Ao adicionar as NPZnO ao meio de maturacéo,
espera-se que a sua atividade antioxidante atue na protecdo dos complexos cumulus-
oocitos (CCOs) e embrides contra o estresse oxidativo, contribuindo para um
ambiente mais favoravel para o desenvolvimento embrionario. Dessa forma, a
suplementagcao de NPZnO visa a modulagdo do ambiente redox para melhorar a
competéncia oocitaria.

Recentemente, um trabalho do nosso laboratério investigou o uso de NPZnO
(1,0 e 1,5 yg/mL) na MIV bovina e demonstrou que a concentragéo de 1,0 ug/mL foi
capaz de aumentar a qualidade embrionaria, evidenciada pelo maior numero de
células e reducado de EROs no reaquecimento pos-vitrificagao (Quintao et al., 2024).
Contudo, esse estudo ndo observou aumento significativo nas taxas de producéao de
blastocistos, sugerindo que o potencial da nanotecnologia na PIVE ainda precisa ser
investigado, principalmente no que tange a compreensao dos mecanismos de agao

envolvidos na competéncia oocitaria e desenvolvimento embrionario.
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A proposta do uso de NPZnO como suplemento no meio de MIV de odcitos
bovinos representa, portanto, uma abordagem inovadora e promissora para o
aprimoramento da PIVE, com potencial para beneficiar tanto a industria pecuaria
quanto as pesquisas em biotecnologia da reprodugao. Apesar das evidéncias iniciais
promissoras, ainda ha uma escassez de dados na literatura sobre a interacdo dessas
nanoparticulas com o oécito bovino e seus efeitos na PIVE em diferentes
concentragdes. O presente estudo justifica-se pela necessidade de preencher essa
lacuna, aprofundando o conhecimento sobre como as NPZnO podem otimizar a

eficiéncia dessa biotecnologia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS

A produgéo in vitro de embrides consolidou-se como uma das principais
biotecnologias reprodutivas aplicadas a pecuaria contemporanea, sendo definida
como um conjunto de procedimentos que envolve a recuperagcdo de odcitos, sua
maturacdo, fertilizacdo e cultivo em condi¢cbes laboratoriais até o estagio de
blastocisto (Ferré et al., 2020). Inicialmente, a técnica era restrita ao campo
experimental, contudo, apos diversos avangos metodolégicos e tecnolégicos nas
ultimas décadas, alcangcou ampla aplicacdo comercial. Durante a década de 2010,
esse progresso levou a superagao da produgao embrionaria in vivo pelos sistemas in
vitro, conforme dados da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides
(IETS) (Viana; Figueiredo; Siqueira, 2017). Esse avango ajuda a compreender por que
a PIVE passou a ocupar uma posigao de relevancia em programas produtivos e na
pesquisa.

Nesse contexto, a PIVE destaca-se por sua capacidade de acelerar o ganho
genético dos rebanhos, pois permite aumentar o numero de descendentes
provenientes de fémeas com alto valor genético (Hansen, 2020). Diferente das
biotecnologias convencionais, a PIVE possibilita a obtencédo de odcitos de categorias
animais que normalmente n&o participariam de programas reprodutivos, como
novilhas pré-puberes, fémeas gestantes em estagios iniciais ou animais com
comprometimento reprodutivo adquirido (Ferré et al., 2020; Krisher; Herrick, 2024). No
contexto da conservacao geneética, essa biotecnologia também se destaca por
viabilizar a formacao de bancos de germoplasma e otimizar o uso de sémen sexado
ou de reprodutores geneticamente superiores com disponibilidade limitada (Pontes et
al., 2010). Além disso, a PIVE permite reduzir a influéncia de fatores climaticos
sazonais e do ambiente reprodutivo in vivo, como variagdes na temperatura ambiente,
estresse térmico, qualidade nutricional, condigdes fisioldgicas da fémea e estresse
associado ao manejo, ampliando assim a previsibilidade do processo reprodutivo
(Ferré et al., 2020; Viana; Figueiredo; Siqueira, 2017).

Estudos recentes vém ajudando a entender melhor quais condigdes podem
favorecer a producdo embrionaria in vitro, principalmente ao testar variacbes na

maturagdo e no cultivo, como ajustes nos meios de cultivo, na tensdo de oxigénio e
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na utilizagdo de suplementagdes, e relacionar essas mudangas com indicadores de
qualidade oocitaria e embrionaria (Krisher; Herrick, 2024). Além disso, a PIVE é uma
base importante para diferentes abordagens na pesquisa e em biotécnicas que
dependem desse sistema, como micromanipulagdes, transferéncia nuclear e edicédo
génica, o que também contribui para estudos do desenvolvimento inicial (Hansel,
2003). Mais recentemente, a integragdo com ferramentas gendmicas ampliou esse
tipo de aplicagdo, o que tornou possivel biépsias embrionarias e genotipagem/selecéo
antes da transferéncia, além de um maior controle de variaveis associadas a
viabilidade e a criotolerancia embrionaria (Krisher; Herrick, 2024; Oliveira et al., 2023).

Do ponto de vista técnico, a PIVE envolve trés etapas fundamentais, sendo elas
a maturacdo in vitro determinante para a qualidade subsequente do embrido, a
fertilizacao in vitro e o cultivo in vitro. O processo se inicia com a obtencao e selecao
de complexos cumulus-odcito (CCOs), a partir de ovarios de abatedouro ou por
aspiracao folicular, seguido pela selegao morfologica de estruturas com maior niumero

de células do cumulus compactas e citoplasma homogéneo (Viana et al., 2004).

2.1.1 Maturacgao in vitro

A MIV tem como obijetivo bioldégico principal promover a retomada da meiose,
partindo do estagio de vesicula germinativa até a metafase Il (Mll), caracterizando a
maturagao nuclear. Em paralelo, ocorre a maturagcédo citoplasmatica, associada a
reorganizagao de organelas, a redistribuicdo de reservas energéticas e ao acumulo
de estoques de RNAs e proteinas que sustentam a fertilizagado e o desenvolvimento
embrionario inicial (Ferré et al., 2020; Lodde et al., 2007). A competéncia adquirida
nessa fase impacta diretamente a clivagem, a ativagcdo do genoma embrionario e a
capacidade de progressao até blastocisto, sendo frequentemente apontada como um
dos principais gargalos bioldgicos da PIVE (Krisher; Herrick, 2024).

A maturacao nuclear inicia-se com a retomada da meiose a partir do bloqueio
na préfase | (estagio de Vesicula Germinativa). Esse processo envolve a condensagao
cromossbmica, o rompimento do envelope nuclear (GVBD — Germinal Vesicle
Breakdown), a progressao até metafase | (Ml) e a extrusdo do primeiro corpusculo
polar, resultando na parada em metafase Il (MIl) (Mingoti, 2000; Sirard et al., 2006).

O controle deste ciclo € mediado pelo Fator Promotor de Maturagédo (MPF), um
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complexo formado pela quinase dependente de ciclina (CDK1) e pela ciclina B
(Bilodeau-Goeseels, 2012). Niveis elevados de AMP ciclico (cAMP) intraoocitario
mantém o MPF inativo e o o6cito em VG. Com o pico de hormoénio luteinizante (LH)
(in vivo) ou a aspiragao do odcito (in vitro), ocorre a queda nos niveis de cAMP, que
ativa o MPF e desencadeia a retomada da meiose (Adona et al., 2008; Conti et al.,
2002).

A maturagéao citoplasmatica, por sua vez, ocorre simultaneamente a nuclear e
envolve eventos essenciais para o bloqueio da polispermia e a formagdao dos
pronucleos masculino e feminino (Van den Hurk; Zhao, 2005). Esse processo promove
a reorganizagao de organelas, como a migragao de granulos corticais para a periferia,
fundamental para a reacao cortical pos-fertilizagao, e o reticulo endoplasmatico, que
atua como reservatoério de calcio (Abeydeera, 2002). Um desafio critico na PIVE é a
assincronia entre esses dois processos, que pode comprometer o desenvolvimento
embrionario (Ferreira et al., 2008).

Outro fator fortemente associado a maturacdo oocitaria é a dinamica
mitocondrial e energética. As mitocondrias desempenham um papel crucial nesse
processo, sendo a principal fonte de trifosfato de adenosina (ATP) necessario para
eventos de alta demanda energética, como a reorganizagdo do fuso meidtico e a
fertilizacdo (Zhang et al., 2023). O conteudo de ATP e o numero de copias de DNA
mitocondrial (mtDNA) também aumentam significativamente durante a maturacao e
estdo correlacionados de forma positiva com a competéncia do odcito (Hallberg;
Laskowski; Sjunnesson, 2025). Também, durante a maturacdo, observa-se uma
mudanca no padrao de distribuicido dessas mitocéndrias, que se localizam
predominantemente na periferia em odécitos imaturos e migram para o centro a medida
que o odcito atinge a MIl (Batistela et al., 2023). Falhas neste processo estao
associadas a reducéo da competéncia de desenvolvimento (Zhao et al., 2018).

Por fim, a comunicacao entre odcito e células do cumulus também é essencial
para a regulacdo metabdlica e coordenagdo da maturagdo nuclear. As células do
cumulus estao conectadas por jungdes comunicantes (gap junctions), que permitem a
transferéncia direta de pequenas moléculas reguladoras, como nucleotideos ciclicos
(cCAMP e cGMP), metabdlitos e aminoacidos, essenciais para manter o bloqueio
meiodtico (Sugiura et al.,, 2010; Bilodeau-Goeseels, 2012). A interrupgdo dessa
comunicagao € a responsavel pela queda de cGMP e cAMP, reativando a meiose
(Adona et al., 2008).
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A interagéo odcito-células do cumulus também apresenta um importante papel
em relagao ao suporte metabdlico e expansao. As células do cumulus metabolizam a
glicose para fornecer piruvato ao odcito, que tem baixa capacidade de produgéo dessa
molécula, o que contribui para o suprimento de ATP (Richani et al., 2021). Além disso,
fatores secretados pelo oécito, como GDF9 e BMP15, estimulam as células do
cumulus a proliferar e sintetizar acido hialurdénico e prostaglandinas, resultando na
expansao do cumulus, um marcador visual de maturagao e requisito para a ovulagao
e fertilizac&o (Nuttinck et al., 2011).

2.1.2 Fertilizagao in vitro

A FIV consiste na co-incubagdo de CCOs maturados com espermatozoides
selecionados, com o objetivo de mimetizar as condi¢des fisioldgicas da ampola da
tuba uterina, sitio natural da fecundagéo (Mello et al., 2016). O sucesso dessa etapa
depende dessa replicacdo, ao fornecer condicbes adequadas de temperatura,
atmosfera gasosa e composicdo do meio para sustentar o metabolismo dos gametas
e permitir a interacédo entre o espermatozoide e o oécito (Lonergan et al., 2001).

No ambiente in vivo, os espermatozoides sofrem uma capacitagao funcional
durante o transporte pelo trato reprodutivo da fémea, enquanto na FIV, essa
capacitacao € induzida artificialmente para que ocorra a fecundacao. Esse processo
envolve alteragdes na fluidez da membrana plasmatica e a hiperativagdo da
motilidade, requisitos para a reagdo acrossémica e a penetragdo na zona pelucida
(Varago; Mendonga; Lagares, 2008). Para isso, a heparina, um glicosaminoglicano, é
0 agente capacitante mais utilizado. Sua ac¢do ocorre através da interagdo com
proteinas carreadoras de heparina (HBP) presentes no plasma seminal, promovendo
as modificagdes bioquimicas na membrana do espermatozoide necessarias para a
fertilizagdo (Mello et al., 2016). Além disso, para otimizar a funcdo do gameta
masculino, o0 meio de fertilizagcao é frequentemente suplementado com penicilamina,
hipotaurina e epinefrina. Destes, a epinefrina atua no estimulo da motilidade, enquanto
a hipotaurina e a penicilamina auxiliam na manutengédo da viabilidade e motilidade

durante o periodo de co-cultivo, o que favorece a penetragéo no odécito (Parrish, 2014).
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2.1.3 Cultivo in vitro

A etapa da CIV compreende o periodo entre a formagao do zigoto e o estagio de
blastocisto, durando 7 dias (DO = FIV) e podendo se estender até o dia 8 ou 9 (Mello
et al., 2016). Apos a fecundacéo, o zigoto inicia divisdes mitdticas sucessivas. No D3,
avalia-se a taxa de clivagem, momento em que os embrides devem ter superado as
primeiras divisdes celulares (Pinheiro et al., 2024).

Morfologicamente, o embrido transita do estagio de morula, uma massa
compacta de células com separagao nitida entre os blastdmeros, para o estagio de
blastocisto inicial, caracterizado pela formacdo da blastocele e o inicio da
diferenciagao celular (Batistela et al., 2023). No estagio de blastocisto (D7), ocorre
uma diferenciagao clara em duas estruturas celulares: o trofoblasto, que dara origem
aos anexos embrionarios, e a massa celular interna, que formara o feto (Assaf, 2007).

Metabolicamente, essa fase pode ser dividida em duas. Nos estagios iniciais
de clivagem, o embrido depende predominantemente de substratos como piruvato e
lactato. Apds o estagio de mérula, ocorre uma mudanga metabdlica significativa, onde
a glicose se torna o substrato preferencial para dar suporte a formacéo e expansao
da blastocele e a sintese proteica necessaria no desenvolvimento do blastocisto (Abu
El-Naga et al., 2024). Essa transigao € um exemplo da dependéncia do embrido das
condic¢des de cultivo, uma vez que a composicdo do meio modula a disponibilidade de
substratos e a tensédo de oxigénio interfere no equilibrio redox, o que pode favorecer
ou prejudicar o desenvolvimento embrionario.

Outro evento crucial da CIV é a transicdo materno-zigotica, um dos periodos
de maior vulnerabilidade do desenvolvimento embrionario in vitro. Logo apds a
fecundagdo, o desenvolvimento embrionario € sustentado exclusivamente por
transcritos de mRNA e proteinas de origem materna acumulados no oocito durante a
maturagao citoplasmatica. Em bovinos, a ativagdo do genoma embrionario (AGE)
ocorre especificamente no estagio de 8 a 16 células (Assaf, 2007). Nesse momento,
os estoques maternos comegam a se esgotar e 0 embrido passa gradualmente a ativar
sua propria atividade transcricional. Falhas nessa transcri¢do resultam no bloqueio
embrionario (8-16 cell block), levando a parada das divisbes celulares e,
consequentemente, a degeneragado embrionaria, um dos principais pontos de perda
da PIVE (De Camargo et al., 2022).
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Portanto, dois fatores criticos da CIV sao o meio de cultura e a tensédo de
oxigénio. O meio de cultura comumente utilizado € o Fluido Ovidutal Sintético (SOF —
Synthetic Oviductal Fluid), que busca replicar as concentragdes de eletrolitos, fontes
de energia e aminoacidos presentes in vivo. A inclusdo de aminoacidos € fundamental,
pois eles atuam como precursores de sintese proteica, reguladores de pH intracelular
e fontes de energia (Assaf, 2007). Em relagcdo a tensdo de oxigénio, o ambiente do
oviduto e utero é hipdéxico, com concentragdes de oxigénio menores que a atmosfera
(De Munck et al., 2019). Contudo, muitos sistemas de cultivo utilizam a tens&o de 20%
de oxigénio (Baez et al., 2024). O excesso de oxigénio in vitro favorece o desequilibrio
entre a producdo de EROs e a capacidade antioxidante do embrido, resultando em
estresse oxidativo (Guemra et al., 2013). Estudos indicam que a alta tensdo de
oxigénio pode alterar a expressao de genes relacionados a esse estresse, como a
regulacdo de SOD2 e GPX1, e que o cultivo em baixa tensao promove melhores taxas

de desenvolvimento e qualidade de blastocistos (Corréa et al., 2008).

2.1.4 Principais limitantes da PIVE

Apesar dos avangos metodolégicos, a eficiéncia da PIVE ainda é inferior a
observada em sistemas in vivo, com taxas de formacao de blastocistos geralmente
variando entre 30% e 40% (Krisher; Herrick, 2024). Embrides produzidos in vitro
podem apresentar mudancgas decorrentes do ambiente de cultivo associadas a baixa
qualidade, como alteragbes morfologicas, metabdlicas e de expressdo génica
(Sudano et al., 2016). Um dos principais fatores limitantes € o acumulo excessivo de
lipidios no citoplasma embrionario, especialmente em sistemas que utilizam soro fetal
bovino como fonte proteica. Esse fendbmeno esta associado a maior sensibilidade a
criopreservagao e a redugao da viabilidade embrionaria pés-descongelamento (Salek
et al., 2025).

Outro desafio central refere-se ao estresse oxidativo, considerado como fator
critico na PIVE, uma vez que o ambiente de cultivo pode favorecer o desequilibrio
entre a producéo de espécies reativas de oxigénio e a capacidade antioxidante celular,
0 que compromete a competéncia oocitaria e a qualidade embrionaria (Ueda et al.,
2002). Algumas condi¢des do sistema in vitro, como a tensédo de oxigénio superior a

fisiologica, contribuem para o aumento de EROs e podem desencadear alteragdes
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funcionais, incluindo alteragdes mitocondriais, bloqueio do desenvolvimento celular,
deplecéo de ATP e apoptose (Guerin, 2001). Sendo assim, compreender o ambiente
redox e estratégias capazes de modula-lo € fundamental para o aprimoramento da
PIVE.

2.2 O DESEQUILIBRIO REDOX NA PIVE

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre a produgcao de
EROs e a capacidade de defesa antioxidante de neutraliza-los (Cetica et al., 2001).
Apesar das EROs, em concentragdes fisiolégicas, atuarem como moléculas
sinalizadoras essenciais para processos como a capacitagao espermatica, reagao
acromossbémica, ativagdo oocitaria e clivagem embrionaria (Sunuwar; Heo, 2026;
Torres-Osorio et al., 2019), a sua produgéo excessiva no ambiente in vitro supera as
defesas celulares. Isso resulta em danos a lipidios, proteinas e DNA, comprometendo

a viabilidade e o desenvolvimento do embrido (Kitagawa et al., 2004).

2.2.1 Fontes de EROs

Na PIVE, os gametas sdo removidos do seu ambiente fisiolégico natural e séo
expostos a condicdes artificiais que aumentam a produgao de EROs, podendo ter
origem em fontes exdgenas ou endogenas.

Em relacédo as fontes exdgenas, a tensao de oxigénio € um dos fatores mais
criticos. Enquanto essa tensao no oviduto e utero de mamiferos varia fisiologicamente
entre 2% e 8%, a cultura in vitro é frequentemente realizada sob tensdo de 20%
(Keane; Ealy, 2024). A exposicéo a esse excesso de oxigénio aumenta a atividade de
enzimas oxidases dependentes de oxigénio e sobrecarrega as defesas antioxidantes,
resultando em uma elevagdo dos niveis intracelulares de anion superéxido (O27) e
peréxido de hidrogénio (H202) (Leite et al., 2017). A exposi¢do a luz durante a
manipulagdo dos gametas e embrides também é um fator exégeno de produgao de
EROs. Essa exposicao induz a foto-oxidagdo de componentes organicos presentes
nos meios de cultura, como a riboflavina e o HEPES, o que pode gerar EROs nocivas

como o oxigénio singleto e H202, induzir danos diretos ao DNA e prejudicar a
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integridade das membranas mitocondriais (Sunuwar; Heo, 2026; Torres-Osorio et al.,
2019). Deve-se considerar também a composi¢ao dos meios de cultura. A presenca
de ions de metais de transigdo, como ferro (Fe?*) e cobre (Cu?*), na agua ou
reagentes, catalisa a reagédo de Fenton, onde o H202 é convertido no radical hidroxila
(-OH), que ¢é altamente reativo e letal ao gameta e embrido, pois ndo existem sistemas
enzimaticos eficientes para neutraliza-lo diretamente. Além disso, altas concentragdes
de glicose no meio podem, através da auto-oxidagao e da glicagao de proteinas,
aumentar a producao de EROs e competir com a captacao de substratos antioxidantes
(Rubessa et al., 2016). Por fim, a suplementagdo com SFB, embora fornega fatores
de crescimento, introduz também a enzima amino-oxidase. Essa enzima oxida
poliaminas, como a espermina e espermidina, presentes no meio ou produzidas pelo
embrido, o que pode gerar H202 e aldeidos como subprodutos (Torres-Osorio et al.,
2019).

Mesmo na auséncia de fatores externos estressantes, o proprio metabolismo
do odcito e do embridao gera EROs como subprodutos da produgdo de energia. A
mitocdndria é a principal fonte endégena. Durante a fosforilagdo oxidativa (OXPHOS),
ocorre o vazamento de elétrons, principalmente nos Complexos | (NADH
desidrogenase) e lll (ubiquinona-citocromo c¢ redutase) da membrana mitocondrial
interna (Mesalam et al., 2020; Sunuwar; Heo, 2026). Esses elétrons vazados reagem
diretamente com o oxigénio molecular para formar o anion Oz, precursor da maioria
das outras EROs (Rocha-Frigoni et al., 2015). Além disso, existe uma conex&o entre
0 estresse oxidativo e o estresse do reticulo endoplasmatico (RE). O acumulo de
proteinas mal dobradas no RE desencadeia a Resposta a Proteinas Mal Dobradas
(UPR), que eleva a produgao de EROs no citoplasma e na mitocdndria e cria um ciclo
de toxicidade (Divvela et al., 2025; Pioltine et al., 2021). O tratamento com chaperonas
quimicas, como o acido tauroursodesoxicolico (TUDCA), tem mostrado mitigar essa
via de produgao de EROs (Pioltine et al., 2021).

Além da respiragado mitocondrial, sistemas enzimaticos como a NADPH oxidase
(NOX) na membrana plasmatica e xantina oxidase (XOD) no citosol sdo geradores
ativos de O2 e H202 (Sunuwar; Heo, 2026). A atividade dessas enzimas pode ser
exacerbada por condi¢des de cultura subétimas ou pela presenga de espermatozoides
mortos ou anormais na fertilizacado, que liberam grandes quantidades de EROs via
oxidagdo de aminoacidos aromaticos (Bollwein; Bittner, 2018). Por fim, deve-se

considerar também o metabolismo de lipidios. Odcitos e embrides bovinos acumulam
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goticulas lipidicas citoplasmaticas, especialmente na presencga de soro. A p-oxidagao
desses acidos graxos na mitocondria para gerar energia € uma produtora potente de
EROs. O excesso de lipidios intracelulares ndo serve apenas como substrato para
peroxidacdo, mas também sobrecarrega a capacidade oxidativa mitocondrial,
aumentando o vazamento de elétrons (Rocha-Frigoni et al., 2015; Salek et al., 2025)

(Figura 1).



Figura 1 - Producao mitocondrial de EROs e principais vias de dano celular
associadas ao estresse oxidativo
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citocromo c, ativagao de caspases e apoptose. (Adaptado de Keane; Ealy, 2024)
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2.2.2 Sistemas de defesa antioxidante de oécitos e blastocistos

A homeostase redox no microambiente do odcito e do embrido bovino é
mantida por uma rede complexa de sistemas de defesa antioxidante, que atuam de
forma coordenada para neutralizar as EROs durante o cultivo in vitro (Crocomo et al.,
2023). Estes sistemas sao classificados em enzimaticos e nado enzimaticos e
desempenham papéis complementares na preservagao da viabilidade celular e da
competéncia de desenvolvimento (Cetica et al., 2001).

A defesa enzimatica corresponde a primeira linha de defesa contra o estresse
oxidativo e atua diretamente na conversdo de EROs em substancias menos reativas.
Esse sistema funciona através de uma hierarquia bioquimica, onde a agao de uma
enzima depende do produto da anterior para completar a neutralizagdo das EROs
(Crocomo et al., 2023; Keane; Ealy, 2024).

A SOD desempenha o papel inicial nessa hierarquia. Sua fungao primaria é
catalisar a dismutagdo do Oz, convertendo-o em H202 e oxigénio molecular (O2)
(Cetica et al.,, 2001). Existem isoformas distintas da SOD que atuam em
compartimentos celulares especificos para manter a homeostase: a SOD1 (Cu/Zn-
SOD) esta presente no citoplasma e nucleo, a SOD2 (Mn-SOD) se localiza na matriz
mitocondrial e a SOD3 é extracelular (Keane; Ealy, 2024).

Apos a agédo da SOD, o H202 gerado € neutralizado pela agdo das enzimas
glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) (Torres-Osorio et al., 2019). A GPx
reduz o H202 em agua utilizando a glutationa reduzida (GSH) como doador de
elétrons, processo que oxida a glutationa (GSSG) (Luberda, 2005). Essa enzima
também atua na redugdo de hidroperoxidos lipidicos, protegendo as membranas
celulares. Ja a catalase converte o H202 em agua e oxigénio molecular. Diferente da
GPx, a catalase néo requer GSH, contudo, ela se localiza predominantemente no
peroxissomo, e atua com mais eficiéncia quando ha altas concentragdes de perdxido
(Torres-Osorio et al., 2019).

Portanto, em resumo, a hierarquia se inicia com a SOD neutralizando o Oz
primario e gerando H202, que é eliminado pela agdo conjunta da CAT e GPx em
sequéncia. O equilibrio na atividade dessas enzimas € crucial, pois, por exemplo, um
aumento na atividade de SOD sem um aumento correspondente de CAT ou GPx pode
resultar no acumulo téxico de H202 (Cetica et al., 2001; Keane; Ealy, 2024; Torres-
Osorio et al., 2019).
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Por outro lado, os antioxidantes ndo enzimaticos funcionam como
sequestradores de EROs e cofatores essenciais para as enzimas antioxidantes. A
GSH é o principal antioxidante ndo proteico nas células de mamiferos, composta por
glutamato, cisteina e glicina (Wu et al., 2004). Além de sua importancia na
neutralizagcéo direta de EROs e como substrato para o GPx, ela também desempenha
funcbes na formacdo e manutencdo do fuso meidtico, na descondensagcao do
pronucleo masculino apos a fertilizagdo e na protecdo do embrido antes da ativacao
do genoma (Crocomo et al., 2023; Di Meo et al., 2016).

Outras moléculas presentes nos fluidos foliculares ou meios de cultura também
participam da defesa antioxidante. A vitamina C (acido ascérbico) e a vitamina E (a-
tocoferol) atuam ao prevenir a peroxidagao lipidica nas membranas e neutralizando
EROs. Além disso, aminoacidos, como a cisteamina, também s&o importantes. Esse
aminoacido, por exemplo, facilita a sintese de GSH ao reduzir a cistina extracelular
em cisteina, permitindo sua captagado pela célula, o que € critico para elevar os
estoques de GSH durante a maturagao oocitaria (Halliwell; Whiteman, 2004).

Devido as constantes mudangas celulares e moleculares ao longo do
desenvolvimento oocitario e embrionario, a capacidade de resposta ao estresse
oxidativo varia, principalmente entre etapas antes e pds ativacdo do genoma
embrionario. Durante a MIV, o odcito acumula de forma ativa GSH, sendo que odcitos
maduros apresentam niveis significativamente maiores de GSH do que odcitos
imaturos (Sen, 2021). A presenga de células do cumulus é crucial, pois estas células
protegem o odcito contra o estresse oxidativo e auxiliam na sintese de GSH. De
acordo com Cetica et al. (2001), odcitos desnudados apresentam atividades
enzimaticas de SOD, GPx e catalase significativamente menores em comparagéo com
CCOs completos (Cetica et al., 2001).

Apds a fertilizagdo, os niveis de GSH diminuem drasticamente, atingindo o
minimo durante os estagios de clivagem, momento em que ocorre um pico na
producdao de EROs. Nesse periodo, o embrido depende quase exclusivamente dos
estoques de transcritos de enzimas antioxidantes (SOD e GPx) e GSH acumulados
durante a oogénese (Gimeno et al., 2021). A ativagdo do genoma embrionario, nos
estagios entre 8 e 16 células, marca um ponto de virada, onde, a partir dele, o embrido
recupera a capacidade de sintetizar GSH e expressar genes relacionados as

respostas antioxidantes (Canoén-Beltran et al., 2021).
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2.2.3 Consequéncias do estresse oxidativo

Quando os sistemas de defesa antioxidantes de odcitos e embrides séo
superados, ocorre o0 estado de estresse oxidativo. Esse desequilibrio pode resultar em
diversos efeitos deletérios que comprometem a integridade estrutural e funcional
dessas estruturas, como lipoperoxidagdo de membranas, danos ao DNA e oxidagao
de proteinas, gerando falhas no desenvolvimento (bloqueio ou apoptose) ou na
producao de blastocistos de baixa qualidade (Crocomo et al., 2023; Leite et al., 2017,
Ratchamak et al., 2024).

Devido a alta concentracdo de lipidios intracelulares e acidos graxos poli-
insaturados (AGPI) nas membranas, a peroxidacao lipidica é considerada um dos
efeitos toxicos mais criticos (Ratchamak et al., 2024). O processo se inicia pelo radical
hidroxila, que sequestra um atomo de hidrogénio dos AGPIs, gerando radicais alquila.
Estes reagem com o oxigénio para formar radicais peroxila, que, por sua vez, atacam
outros lipidios, gerando uma reagao em cadeia que propaga o dano (Lima; Abdalla,
2001). Esse processo compromete a fluidez e a integridade funcional das membranas
celulares, mitocondriais e nucleares. A alteragcdo na permeabilidade da membrana
leva a perda de seletividade no transporte de nutrientes e ions, causando a liberagéo
do conteudo de organelas e morte celular. Além disso, de acordo com Ratchamak et
al. (2024), a lipoperoxidagao gera subprodutos téxicos, como o malondialdeido (MDA),
cujos niveis elevados estdo associados a redugdo da competéncia oocitaria,
especialmente em animais em envelhecimento (Ratchamak et al., 2024).

Em relacdo aos danos ao DNA, o estresse oxidativo atinge tanto o DNA
gendmico, quanto o mitocondrial (MtDNA). As EROs induzem lesbes nas bases
nitrogenadas, sendo a formagdo de 8-oxo-2’-desoxiguanosina (8-oxo-dG) a
modificagdo mais comum. Em niveis elevados, o estresse oxidativo causa quebras de
fita simples e dupla no DNA que, se nao reparadas, levam a fragmentagao nuclear e
instabilidade genémica (Keane; Ealy, 2024; Leite et al.,, 2017). J& o mtDNA é
suscetivel devido a sua proximidade com a fonte de producdo de EROs e a auséncia
de histonas protetoras. Além disso, o estresse oxidativo pode alterar o perfil de
metilacdo do DNA e as modificagdes de histonas, o que prejudica a reprogramacao
epigenética necessaria para o desenvolvimento embrionario inicial (Feng et al., 2024).

Por fim, quanto a oxidacdo de proteinas, as EROs, especialmente o radical

hidroxila, reagem com as cadeias laterais de aminoacidos, levando a formac&o de
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ligacbes cruzadas, fragmentacdo e agregacado de proteinas. Essas modificacoes
estruturais resultam na perda de fungdo enzimatica, inativagdo de canais ibnicos e
dobramento incorreto de proteinas, o que pode desencadear o estresse do reticulo
endoplasmatico (Crocomo et al., 2023).

A acumulagao desses danos estruturais pode ter dois efeitos, o bloqueio do
desenvolvimento (interrupgdo do ciclo celular) ou a morte celular programada
(ativagdo coordenada de vias de morte celular). A partir da disfungdo mitocondrial,
com a permeabilidade da membrana mitocondrial afetada, ocorre a liberagdo de
citocromo C para o citoplasma, o que desencadeia a cascata de ativacdo das
caspases (proteases que executam a apoptose). Estudos demonstram que embrides
cultivados sob altas tensdes de oxigénio apresentam maior expressao de genes pro-
apoptéticos, como BAX, e maior incidéncia de apoptose (Leite et al., 2017; Yuan et
al., 2003). Quanto ao bloqueio do desenvolvimento, embrides que sofrem danos
oxidativos severos, mas que nao entram em apoptose, podem sofrer parada no ciclo
celular. O estresse oxidativo afeta a funcdo do fuso meidtico e a segregagao
cromossOmica, levando a aneuploidias e falhas na clivagem ou na transi¢gao de morula
para blastocisto (Feugang et al., 2005).

Diante dos desafios relacionados ao estresse oxidativo e as limitagcbes dos
sistemas de cultivo in vitro, novas abordagens vém sendo investigadas para melhorar

a eficiéncia da PIVE, entre elas o uso da nanotecnologia.

2.3 NANOTECNOLOGIA E SUAS APLICACOES NA BIOTECNOLOGIA DA
REPRODUCAO

A nanotecnologia é definida como a ciéncia e a engenharia dedicadas ao
desenho, sintese, caracterizacdo e aplicacdo de materiais e sistemas através do
controle da matéria em escala nanométrica, que compreende a faixa de 1 a 100
nandmetros (Rizvi; Saleh, 2018). Apesar dos conceitos tedricos terem sido
introduzidos por Richard Feynman em 1959, o termo foi criado por Norio Taniguchi,
em 1974, e refere-se a manipulagéo precisa de atomos e moléculas (Rasool et al.,
2025).

A caracteristica que diferencia os nanomateriais de seus equivalentes em

escalas maiores é a grande alteracéo da relagdo superficie-volume. A medida que o
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raio de uma particula diminui, a area de superficie aumenta em relagao ao seu volume
(Khushnood, 2024). Essa maior exposicado de atomos na superficie aumenta a
reatividade quimica dos nanomateriais, além de melhorar sua solubilidade e
capacidade catalitica, permitindo interacdes diretas e eficientes com biomoléculas e
ampliando o contato com membranas celulares e proteinas, por exemplo, o que pode
influenciar a captagcédo e os efeitos observados nos sistemas biolégicos (Nel et al.,
20006).

Os nanomateriais s&o categorizados com base em sua composigdo quimica e
dimensionalidade, sendo divididos em inorganicos, organicos e a base de carbono.
Os inorganicos incluem nanoparticulas metalicas, como ouro e prata e o6xidos
metalicos, como 6xido de zinco, éxido de ferro e dioxido de titanio. Essas particulas
possuem propriedades opticas, magnéticas e elétricas unicas e sao exploradas para
diagnodsticos, bioimagem e terapias antimicrobianas (Rasool et al., 2025). Ja as
nanomateriais organicos correspondem aos lipossomas, micelas, dendrimeros e
nanoparticulas  poliméricas. Eles apresentam alta  biocompatibilidade,
biodegradabilidade e capacidade de encapsulagdo de farmacos hidrofilicos e
hidrofdbicos, o0 que os torna importantes no contexto de sistemas de entrega
controlada e reducao de toxicidade sistémica (Kameni; Dlamini; Feugang, 2024; Shah;
Mir; Bashir, 2017). Por fim, os nanomateriais a base de carbono incluem nanotubos
de carbono, grafeno e fulerenos. Sdo frequentemente aplicados em biossensores e
engenharia de tecidos devido a alta resisténcia mecanica e condutividade elétrica
(Barhoum et al., 2022). A interacao celular dos nanomateriais € controlada por suas
propriedades fisico-quimicas, como tamanho e carga superficial. Ao entrarem em
contato com meios bioldgicos, as nanoparticulas adquirem uma “corona de proteinas”
(protein corona), que define sua identidade bioldgica e influencia a captagéo celular e
o destino intracelular (Das et al., 2016).

As aplicagcdes da nanotecnologia na biotecnologia da reproducdo tém permitido
intervengdes capazes de superar limitagbes bioldgicas que afetam a eficiéncia dos
protocolos laboratoriais e do campo. Na criopreservacao de gametas e embrides, por
exemplo, o uso de nanomateriais surge como uma alternativa promissora para
diminuir os danos celulares e o estresse oxidativo causado pelo congelamento.
Estudos demonstram que a suplementacdo de diluentes de sémen com
nanoparticulas de selénio e de 6xido de zinco auxilia na preservagao da integridade

da membrana plasmatica e da motilidade pos-descongelamento (Heidari et al., 2018;
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Khalil et al., 2019). Em pequenos ruminantes, a aplicagdo de NPZnO foi capaz de
elevar significativamente a motilidade progressiva e a taxa de sobrevivéncia
espermatica (Heidari et al., 2018). Além do controle redox, Zhou et al. (2015) usou
nanoparticulas de hidroxiapatita para reduzir a formagéao de cristais de gelo durante a
vitrificacdo, minimizando lesdes mecanicas as células (Zhou et al., 2015). Um outro
exemplo esta no trabalho de Odhiambo et al. (2014), onde nanoparticulas magnéticas
revestidas com lectinas foram utilizadas para a remocao seletiva de espermatozoides
danificados através de uma técnica chamada de nanopurificacdo (Odhiambo et al.,
2014).

Outra area de aplicacdo relevante da nanotecnologia na biotecnologia da
reproducao é referente ao desenvolvimento de sistemas de entrega de farmacos e
horménios, chamados de drug delivery. Hashem et al. (2023) utilizaram
nanoparticulas de quitosana carregadas de hormoénio liberador de gonadotrofina
(GnRH) como um novo sistema de liberagcéo para a otimizagao da resposta ovariana
em procolos de superovulagdo (Hashem et al., 2023). Da mesma forma, no trabalho
de Lavanya e colaboradores (2024), foram sintetizadas nanofibras de pulalano
carregadas com progesterona para liberagao controlada do horménio e maior controle
do ciclo estral, através de uma administracao intravaginal mais eficiente e duradoura
(Lavanya et al.,, 2024). Por fim, o surgimento de nanobiossensores elevou a
sensibilidade dos diagndsticos reprodutivos, permitindo a detecgdo do estro por meio
de sensores colorimétricos ou de fluorescéncia infravermelha (Haroon; Stine, 2023;
Manikkaraja et al., 2020), até o diagnéstico rapido de patdégenos do trato reprodutivo

via dispositivos lab-on-a-chip (Rasool et al., 2025).

2.4 NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINCO

O o6xido de zinco (ZnO) € um composto inorganico semicondutor do grupo Il-
VI, caracterizado por uma elevada energia de ligagcdo e um band gap largo a
temperatura ambiente (Haidari; Rahmani, 2025). Estruturalmente, as NPZnO
cristalizam-se predominantemente na forma wurtzita hexagonal, que é a fase
termodinamicamente mais estavel sob condi¢cdes ambientais (Zhou et al., 2023).
Nessa rede cristalina, os ions de zinco e oxigénio estdo dispostos tetraedricamente, o

que confere ao material propriedades piezoelétricas unicas (Mendes et al., 2025).
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Embora o ZnO apresente estabilidade quimica e térmica, sua forma em nanoescala
permite a modulagao de sua morfologia, influenciando diretamente suas propriedades
fisico-quimicas e reatividade bioldgica (Hegde, 2024).

A reducao de tamanho do ZnO para a escala nanométrica resulta em um
aumento da relagao superficie-volume, expondo uma fragdo maior de atomos na
superficie da particula (Rupasinghe, 2011). Essa alta area de superficie potencializa
a capacidade das NPZnO de adsorver proteinas do meio biolégico, formando uma
corona de proteinas que altera a identidade biolégica da particula e influencia sua
captacao celular e biocompartibilidade (Mohammad et al., 2023; Srivastav et al.,
2019). Além disso, a elevada reatividade superficial e a presenca de defeitos
estruturais sdo relacionadas a geragdo de EROs, um dos mecanismos de sua
atividade bioldgica e potencial toxicidade (Mendes et al., 2025).

Em meios liquidos, as NPZnO apresentam instabilidade coloidal devido a alta
energia superficial e a forca idbnica do meio, o que pode resultar na formagao de
aglomerados ou agregados (Wu; Harper; Harper, 2019). Em ambientes acidos ou na
presenca de ligantes orgéanicos fortes (como componentes de meios de cultura),
ocorre uma dissolucao acelerada, que libera ions zinco livres (Eixenberger et al., 2017;
Reed et al., 2012). Essa liberagao idnica é considerada o mecanismo principal para a
biodisponibilidade do mineral e para os efeitos bioldgicos observados, uma vez que a
nanoparticula atua como um “facilitador de entrada” na célula, liberando altas
concentragbes de zinco apods a dissolugdo (Haidari; Rahmani, 2025). Dessa forma,
caracteristicas como a interagao superficial e a formagao da corona proteica podem
oferecer efeitos benéficos em condigdes controladas, mas também favorecer
respostas pro-oxidantes e citotoxicas, dependendo do contexto experimental e da

concentracao utilizada.
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2.4.1 Papel biolégico do zinco na reprodugao

O zinco é o segundo mineral mais abundante no organismo e desempenha um
papel essencial na fisiologia celular, sendo um componente estrutural, catalitico e
regulador importante para o crescimento, imunidade e reprodugado (Gultekin et al.,
2025). Na fisiologia reprodutiva, o zinco atua como um sinalizador intracelular e cofator
para mais de 300 metaloenzimas, incluindo as polimerases de DNA e RNA, essenciais
para a replicagéo e transcrigao génica (AKkil et al., 2025).

Em relagdo a homeostase redox, o zinco € considerado um modulador crucial.
Em sua forma ibénica, esse mineral € eletronicamente estavel, ou seja, ndo doa nem
recebe elétrons com facilidade, o que lhe permite estabilizar moléculas e proteger
grupos sulfidrila de proteinas contra a oxidagao (Powell, 2000). No contexto dos
oocitos e embrides, além de estabilizar a estrutura da cromatina e regular a expresséo
génica via fatores de transcri¢cao “zinc-fingers” (Akil et al., 2025), o zinco coordena a
defesa contra o estresse oxidativo, prevenindo a peroxidagao lipidica e danos ao DNA
que comprometem a competéncia do desenvolvimento (Gultekin et al., 2025). Ainda,
o zinco é fundamental para a ativagédo oocitaria através da zinc spark (“centelha de
zinco”), uma liberagao de ions que ocorre na fertilizacao e é essencial para a retomada

do ciclo celular (Kageyama et al., 2025).

2.4.2 Mecanismos de acao da NPZnO

Devido a elevada relagao superficie-volume mencionada anteriormente, essas
nanoparticulas apresentam uma interagéo intensa com os sistemas bioldgicos (Cai et
al., 2025). O mecanismo de agao é misto, ocorrendo tanto de forma extra quanto
intracelular, e envolve a atividade da nanoparticula integra ou a liberagédo de ions Zn?*
apos a dissolugao (Sehsah et al., 2019). Na literatura, os efeitos atribuidos as NPZnO
sao, em grande parte, explicados pelas vias propostas, e podem variar de acordo com
o sistema bioldgico e as condi¢gdes do experimento. A liberagdo desses ions pelas
NPZnO pode contribuir para o sistema de defesa antioxidante através de mecanismos
moleculares complexos.

O zinco liberado pode modular o fator de transcricdo Nrf2 (nuclear fator

erythroid 2-related fator 2), principal regulador da resposta antioxidante e de
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desintoxicacdo das células. Em condi¢cbes basais, o Nrf2 € mantido inativo no
citoplasma pela proteina Keap1. O aumento de zinco, ou um pequeno estresse
hormético induzido pela nanoparticula, pode oxidar os residuos de cisteina da Keap1,
liberando o Nrf2 para se transportar ao nucleo. Uma vez no nucleo, o Nrf2 se liga aos
Elementos de Resposta Antioxidante (ARE) no DNA, induzindo a transcrigdo de uma
bateria de enzimas citoprotetoras, como a heme oxigenasse-1 (HO-1), a
NAD(P)H:quinona oxidorredutase 1 (NQO1) e as subunidades da glutamato-cisteina
ligase (GCL), enzima limitante para a sintese de glutationa (GSH) (Marreiro et al.,
2017; Sehsah et al., 2019). Ha et al. demonstraram que a administracdo de 100-150
MM de zinco em células ARPE-19, linhagem de células epiteliais pigmentares da retina
humana, aumentou os niveis de mMRNA da GCL por meio dessa via (Ha et al., 2006).
Dessa forma, a concentragéao total de glutationa celular pode ser modulada pelo zinco.

Outro mecanismo de acao das NPZnO tem sido atribuido as metalotioneinas
(MTs). No trabalho de Liang et al. foi observado um aumento da expressao de
metalotioneina em ratos que foram suplementados com 5 mg/kg por dia de zinco
(Liang et al., 2015). As MTs s&o proteinas ricas em cisteina, aminoacido fundamental
na neutralizagdo de EROs. A expressdao de MTs é controlada pelo Fator de
Transcricao de Metal 1 (MTF-1), uma proteina que contém seis dominios de zinc
fingers e que, em condi¢des basais, reside no citoplasma. Quando ocorre a dissolugao
das NPZnO e, consequentemente, o aumento de Zn?* livre no citosol, esses ions
saturam os zinc fingers, ativando o MTF-1, que se transporta para o nucleo e se liga
aos Elementos de Resposta a Metais (MRE) no DNA, nas regides promotoras dos
genes MT (MT-1 e MT-2) (Chen et al., 2024; Sehsah et al., 2019). As cisteinas
presentes nos MTs apresentam os grupos sulfidrila (-SH), que s&o facilmente
oxidados por radicais -OH e Oz, sequestrando essas EROs antes de danificarem os
lipidios de membrana ou o DNA (Rice; Zweifach; Lynes, 2016). Assim, o sistema de
metalotioneinas pode atuar como uma reserva antioxidante de acao rapida.

Metais de transicdo como ferro e cobre, apesar de essenciais, podem causar
danos celulares quando presentes livres ou mal coordenados por catalisarem a
Reacao de Fenton, descrita anteriormente na subsecgéo 2.2.1. Visto que o zinco possui
geometrias de coordenacao e afinidades de ligacdo semelhantes as desses metais,
ele pode competir de forma eficaz pelos mesmos sitios de ligacado nas membranas
celulares, canais idnicos e proteinas do citoplasma (Oteiza, 2012). Ao ocupar esses

sitios, o zinco desloca os ions de ferro e cobre ou impede sua ligagao, inviabilizando
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a ocorréncia da reagao de Fenton, pois ndo possui a capacidade de transferir elétrons
para o H202 (Gaetke, 2003).

Por fim, o zinco é descrito como estruturalmente essencial para a atividade da
SOD1, enzima chave na dismutagao do anion superoxido, atuando na estabilizacao
da arquitetura quaternaria da proteina (Gultekin et al., 2025). Sua deficiéncia pode
induzir uma alteragao conformacional na SOD1, chamada conformacao mutante-like,
que resulta na perda de funcdo enzimatica e desencadeia estresse no reticulo
endoplasmatico devido ao acumulo de proteinas mal dobradas (Homma et al., 2013).
Em células do CCO, a suplementagcdo exdgena de zinco demonstrou elevar a
atividade da SOD de maneira dose-dependente, confirmando que a biodisponibilidade
desse ion € um fator limitante para a eficacia dessa defesa antioxidante enzimatica
(Anchordoquy et al., 2014).

2.4.3 Biocompatibilidade e toxicidade

A suplementagdo de NPZnO em sistemas bioldgicos exige precisdao na
concentracdo, pois 0 zinco pode apresentar comportamento antioxidante em doses
fisiologicas e pré-oxidante em doses elevadas. Em odécitos bovinos, a suplementagéo
com concentragdes de 0,7 a 1,0 pg/mL de NPZnO durante a MIV reduziu
significativamente os danos ao DNA nas células do cumulus e aumentou as
concentracbes de GSH, melhorando as taxas de blastocisto (Abdel-Halim; Moselhy;
Helmy, 2018). Em estudo recente do nosso laboratério, Quintdo et al. (2024)
observaram que a suplementag¢ao com 1,0 yg/mL, também no meio MIV, resultou em
um aumento significativo no numero total de células dos blastocistos e uma redugéo
significativa na producao de EROs apds reaquecimento de embrides vitrificados, sem
alterar as taxas de clivagem ou de producgdo de blastocistos (Quintdo et al., 2024).
Mais recentemente, Kandil et al. (2025) relataram que a suplementagdo com 10 M
de NPZnO resultou em taxas de maturagcdo nuclear e de blastocistos transferiveis
significativamente superiores as obtidas com sulfato de zinco convencional ou grupo
controle em modelos de bufalo e bovino (Kandil et al., 2025). No mesmo ano, Miglio
et al. (2025) demonstraram que a funcionalizagdo de NPZnO com curcumina (6 e 12
MM) durante a MIV reduziu a produgdo de EROs e aumentou a taxa de blastocistos
(Miglio et al., 2025).
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Contudo, a toxicidade das NPZnO se manifesta quando a doses fisiologicas
sdo excedidas, afetando a viabilidade, a expressao génica e a integridade estrutural.
Camaioni et al. (2021) demonstraram que NPZnO nao revestidas, em concentracdes
de 10 pg/mL, induziram toxicidade severa em CCOs de camundongos (Camaioni et
al., 2021). Em células da granulosa suina, Wang et al. (2024) reportaram que a
exposicao a 4 pg/mL de NPZnO reduziu a viabilidade celular e suprimiu a secregao
de estradiol e progesterona (Wang et al., 2024). Em espermatozoides humanos,
Barkhordari et al. (2013) observaram que a citotoxicidade é dependente da dose e do
tempo, com taxas maximas de morte celular em concentragdes de 100 a 1000 pug/mL
(Barkhordari et al., 2013).

Portanto, a literatura evidencia que a aplicacdo de NPZnO em sistemas
reprodutivos apresenta carater dose-dependente, em que o potencial para o controle
do estresse oxidativo e a melhoria da qualidade oocitaria e embrionaria depende de
janelas terapéuticas precisas, capazes de promover a homeostase celular sem

desencadear processos citotdxicos.
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3 HIPOTESE

A suplementagcdo com NPZnO durante a maturagéao in vitro modula a qualidade
oocitaria e o desenvolvimento embrionario bovino de forma dependente da

concentracao.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da suplementagdo com nanoparticulas de 6xido de zinco
durante a maturacéo in vitro de odcitos bovinos, investigando seus impactos sobre a

qualidade oocitaria e embrionaria.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar as NPZnO quanto as suas propriedades fisicas, quimicas e

morfoldgicas;

e Avaliar os efeitos da suplementagcdo com NPZnO durante a MIV de odcitos
bovinos nas taxas de maturagdo nuclear, atividade mitocondrial e espécies

reativas de oxigénio em odcitos;

e Investigar a influéncia da NPZnO na MIV em relacdo a peroxidacéo lipidica,
atividade mitocondrial, numero total de células e apoptose de blastocistos

bovinos;
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5 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em trés etapas utilizando NPZnO adquiridas
comercialmente (Sigma-Aldrich-677450).

Na primeira etapa, foi realizada a caracterizagao fisico-quimica e morfoldgica
das nanoparticulas através dos ensaios de Espalhamento de Luz Dinédmico (Dynamic
Light Scattering - DLS), analises espectroscépicas por Infravermelho (Fourier
Transform Infrared Spectroscopy - FTIR) e Raman e Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV).

Na segunda etapa, foi realizado um estudo de padronizagéo de concentragdes,
no qual odcitos foram maturados em diferentes concentragdes de NPZnO (0; 1,0; 1,5;
5,0; 7,5 e 10 ug/mL), seguidos de fecundacgao e cultivo in vitro. Posteriormente, foram
avaliadas as taxas de desenvolvimento embrionario e lipoperoxidagcdo. Com base
nesses resultados, foram definidos trés grupos experimentais que foram utilizados nos
ensaios bioldgicos subsequentes (0; 1,5; 7,5 ug/mL).

Na terceira etapa, foram conduzidos estudos para avaliacdo da qualidade de
odcitos e blastocistos, incluindo maturagao nuclear, atividade mitocondrial e niveis de
EROs (odcitos), atividade mitocondrial, numero total de células e apoptose

(blastocistos).
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Figura 2 - Representacédo esquematica do delineamento experimental
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5.1 CARACTERIZAGCAO DAS NANOPARTICULAS

5.1.1 Espalhamento de luz dindmico

As NPZnOs foram caracterizadas quanto ao tamanho hidrodinamico e indice
de polidispersdo através da técnica de DLS e potencial zeta pelo método de
mobilidade eletroforética, utilizando o equipamento Zetasizer® Nano-ZS (Malvern
Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido). Para as analises, as nanoparticulas
foram dispersas em meio MIV completo nas concentragdes 1, 1,5, 5 e 7,5 ug/mL,
utilizando um sonicador de ponta Hielscher UP200S (Hielscher Ultrasonics, Teltow,
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Alemanha) por 1 minuto, com amplitude de 100% e ciclo continuo. Cada amostra foi
analisada em ftriplicata e os dados foram obtidos através do software Malvern
Zetasizer 8.02.

5.1.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As NPZnO foram dispersas em isopropanol e gotejadas sobre um substrato de
silicio. Apds a secagem, o substrato foi fixado no porta amostras e submetido a um
recobrimento com uma camada de platina de 4 nm, utilizando um Sputter Coater ACE
600 (LEICA Microsystems). As analises foram feitas no Microscépio MEV-FEG
JSM6701F (JEOL Ltd., Téquio, Japao), com tensao de aceleragéo de 5 KV e distancia

de trabalho de 3 mm.

5.1.3 Espectroscopia Raman e Infravermelho

Os espectros Raman e Infravermelho foram obtidos no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora, utilizando amostras puras de
NPZnO. A espectroscopias Raman foi realizada através do espectrometro FT-Raman
Bruker Multiram (Bruker Corporation, Massachusetts, EUA), com laser Nd:YAG
operando em comprimento de onda de 1064 nm, resolugdo espectral de 4 cm™!, com
faixa espectral variando de 4000 a 50 cm', poténcia de laser de 200 mW e acumulo
de 1024 varreduras. A espectroscopia na regido do infravermelho foi realizada em um
equipamento interferométrico Bruker Vertex 70v (Bruker Corporation, Massachusetts,
EUA) acoplado com diamante de platina ATR. Os espectros foram adquiridos na faixa

espectral de 400 a 4000 cm™', com 215 varreduras.

5.2 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

5.2.1 Obtencao e selecao de odcitos

Foram utilizados oo6citos provenientes de ovarios bovinos obtidos de

abatedouro. Os ovarios foram transportados ao laboratério em garrafa térmica
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contendo solucéo fisioldgica (NaCl 0,9%) aquecida em torno de 37°C. Apds a chegada
ao laboratério, os ovarios foram lavados com solugao fisioldgica aquecida e, em
seguida, foliculos com diametro entre 3 e 8 mm foram aspirados com o auxilio de
agulha (21G) acoplada a seringa de 20 mL. O fluido folicular foi transferido para tubos
de fundo cdnico (50 mL), previamente aquecidos, onde permaneceram em banho-

maria até a sedimentacéo.

5.2.2 Maturagao, fecundacgao e cultivo in vitro

Para a MIV, foram selecionados oécitos com citoplasma homogéneo e com
cerca de 2 a 3 camadas de células do cumulus. Apos a selegcéo, os odcitos foram
lavados duas vezes em meio Talp-HEPES suplementado com BSA, piruvato de sédio
e antibidticos (meio de lavagem) e uma vez em meio de maturacdo (TCM-199
suplementado com 10% de SFB, hormdnios, antibidticos, piruvato de sédio) e NPZnO,
de acordo com cada tratamento. Em seguida, os odcitos foram transferidos para
microgotas de 100uL (20-25 odcitos/gota) contendo meio MIV completo suplementado
com as NPZnO nas diferentes concentracdes, cobertas por 6leo mineral. A maturagao
in vitro foi realizada em estufa a 38,5°C e atmosfera de 5% de CO2 em ar.

Apobs 24 horas de MIV, oécitos de todos os grupos foram fecundados em meio
Fert-TALP com 2 x 108 espermatozoides, por cerca de 20 horas. Em seguida, os
provaveis zigotos foram cultivados em meio SOF suplementado com 1,5% de SFB e
6 mg/mL de BSA livre de acidos graxos. Todas as estruturas foram mantidas em estufa
a 38,5°C e atmosfera de 5% de CO2 e 20% Oz durante 7 dias até atingirem o estadio
de blastocisto (dia 0 = dia da fecundacéao). Foram cultivados entre 10 a 20 zigotos por
microgota de 100 pL, em placas de poliestireno de 35 mm recobertas com éleo
mineral. No quarto dia do desenvolvimento, foi realizada a renovacéao parcial do meio,
com remogao de 50% do volume da gota e reposi¢ao de igual volume do meio novo.
As taxas de clivagem e de producgao de blastocistos foram avaliadas apds 48h e 7 dias
da FIV, respectivamente.

Para a anadlise das taxas de clivagem e blastocisto, foram realizadas 4 a 7
baterias independentes por grupo. O N correspondeu ao numero de zigotos
presumiveis. Foram utilizados aproximadamente 40 odcitos por grupo, em meédia, com

variagao conforme a disponibilidade do dia.
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Os meios de maturacao, fertilizagao e cultivo embrionarios foram adquiridos
da empresa Bioklone® Reprodug¢ao Animal (Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil), exceto

quando especificados de outra forma.

5.3 QUANTIFICAGAO DE LIPOPEROXIDACAO EM EMBRIOES

No D7, os blastocistos foram incubados com a sonda Bodipy 581/591 C11
(D3861; Invitrogen, EUA) na concentracédo final de 5 uyM (1 yL da sonda na
concentragcédo de 500 uM em cada gota de cultivo). Apos a incubacgéo por 30 minutos,
os embrides foram transferidos para laminas com um volume minimo de meio de
cultivo. Foram realizadas 3 repeticdes independentes. O N correspondeu ao numero
de embrides analisados, sendo controle (N = 70), 1,0 ug/mL (N = 37), 1,5 yg/mL (N =
62) e 5,0 yg/mL (N = 49). As imagens referentes a distribuigdo dos lipidios oxidados e
nao oxidados foram capturadas utilizando microscopio de fluorescéncia invertido
(EVOSM5000, Thermo Fisher Scientific, EUA), com a objetiva de 20x e filtros
apropriados para a emissao da sonda Bodipy 581/591 C11. A intensidade da
fluorescéncia de cada embrido foi analisada no software ImageJ versao 1.53 (National
Institutes of Health, Maryland, EUA). A taxa de fluorescéncia foi calculada da seguinte

forma:

p dacio lipidica (%) Valor da fluorescéncia verde 100
= *
eroxtaagao tplatea L7 Valor da fluorescéncia verde + vermelho

5.4 AVALIACAO DA MATURACAO NUCLEAR, ATIVIDADE MITOCONDRIAL E
ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO EM OOCITOS

A maturagao nuclear foi avaliada pela progressao meiética até metafase Il (Mll)
com a extrusdo do primeiro corpusculo polar. Adicionalmente, foram avaliados os
niveis de EROs e atividade mitocondrial em odcitos apés a MIV. Inicialmente, as
células do cumulus foram removidas dos CCOs por meio de pipetagens sucessivas
em solugao de hialuronidase a 0,2% em PBS. Os odcitos maturados in vitro foram
incubados por 60 minutos a 37°C em meio MIV contendo 0,5 uM de Mitotracker Red
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CMXRos (Thermo-Fisher Scientific) (1:100) para analise da atividade mitocondrial.
Apds 30 minutos de incubacéo, foi adicionado 5 yM de CellROX Green (Thermo-
Fisher Scientific) (1:100) para avaliagdo de EROs. Apds a incubagao, os odcitos de
cada grupo experimental foram lavados em 3 gotas de PBS suplementado com 1%
de BSA e submetidos a fixagdo em paraformaldeido 4% (v/v).

Para a avaliagao nuclear, as estruturas foram montadas individualmente em
pequenas gotas de DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) com ProLong™ Gold
Antifade Mountant (Thermo-Fisher Scientific) em laminas de microscopia. As imagens
dos odcitos corados foram obtidas utilizando microscopio de fluorescéncia (EVOS
M5000, Thermo Fisher Scientific, EUA), com uma objetiva de 20x, nos comprimentos
de onda de excitacdo/emissao de 579/599, 485/520 e 360/460 nm para Mitotracker
Red, CellROX Green e DAPI, respectivamente.

O ensaio foi realizado em 3 repeticdes independentes. Para a analise da
atividade mitocondrial, foram consideradas as 3 repeticoes (N = 112/102/104); para
os niveis de EROs, foram consideradas 2 repeticbes (N = 45/73/62); e para a
maturacdo nuclear, foram consideradas as 3 repeticdes (N = 58/91/100), para
controle, 1,5 e 7,5 ug/mL, respectivamente.

Para a quantificacdo da fluorescéncia relativa a atividade mitocondrial e aos
niveis de EROs, as imagens foram analisadas no software ImageJ versao 1.53
(National Institutes of Health, Maryland, EUA). Foram obtidos os valores de densidade
integrada (intden), area do odcito e a média de fluorescéncia (mean) de trés regides
de fundo (background) para o calculo da Fluorescéncia Celular Total Corrigida
(CTCF).

CTCF = Densidade Integrada — (Area * Média da fluorescéncia do fundo)

5.5 AVALIACAO DE ATIVIDADE MITOCONDRIAL, NUMERO TOTAL DE CELULAS
E INDICE APOPTOTICO EM EMBRIOES

A atividade mitocondrial dos blastocistos foi avaliada utilizando a sonda
fluorogénica Mitotracker Red CMXRos (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA).
Blastocistos de cada grupo experimental foram corados diretamente nas préprias

gotas de cultivo, protegidos da luz, com 10 uM de Mitotracker Red a 38,5°C, por 30
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minutos. Apdés a incubagao, os embrides foram lavados em solugcdo de PBS
suplementado com 1% de BSA e fixados em paraformaldeido 4% (em PBS) por 30
minutos a temperatura ambiente, até a realizacdo do ensaio de detec¢ao de apoptose,
utilizando o kit DeadEnd Fluorometric TUNEL system (Promega, EUA).

Para o ensaio de TUNEL, os embrides foram permeabilizados com Triton X-
100 a 0,2% por 5 minutos, lavados em PBS e mantidos em tampao por 5-10 minutos.
Foram preparados os controles negativos (auséncia da enzima rTdT) e positivos
(Dnase 10 U/mL). Os embrides dos grupos experimentais foram incubados em
tampao de reagao contendo nucleotideos fluorescentes e enzima rTdT por 1 hora.
Apos a incubacgdo, os embrides foram transferidos para uma solugdo de lavagem
(Saline-sodium citrate [SSC]) e corados com solugcéo de Hoechst 33342 (10 pg/mL),
onde permaneceram por 30 minutos. Em seguida, os embrides foram montados em
laminas cobertas por laminulas e examinados em um microscopio invertido EVOS
M5000 (Thermo Fisher Scientific, EUA).

Os embrides de cada unidade experimental foram avaliados quanto ao numero
total de células (Hoechst 33342), a atividade mitocondrial (Mitotracker Red) e ao indice
apoptético (TUNEL), por meio de coloragdes sequenciais com trés fluoréforos
distintos. O ensaio foi realizado em 3 repeticdes independentes, com N = 28/26/18
para atividade mitocondrial, 22/20/17 para numero total de células e 21/20/14 para
apoptose, sendo controle, 1,5 e 7,5 pg/mL, respectivamente. As imagens foram
obtidas individualmente, utilizando filtros especificos para cada faixa de excitacdo e
emissao. As intensidades médias de fluorescéncia (média de pixels) e o numero total
de células foram obtidos com auxilio do software ImagedJ versao 1.53 (National
Institutes of Health, Maryland, EUA).

5.6 ANALISES ESTATISTICAS

As proporgdes de embrides clivados e blastocistos produzidos foram avaliadas
pelo teste de Qui-quadrado (x?). A normalidade das variaveis foi verificada pelo teste
de Shapiro-Wilk.

Para os blastocistos, as variaveis relacionadas a lipoperoxidagao, atividade

mitocondrial, numero total de células e indice apoptético foram submetidas a analise
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de variancia (ANOVA one-way), seguida pelo teste de Tukey para comparagoes
multiplas entre os grupos.

Nos odcitos, os dados referentes a atividade mitocondrial e aos niveis de EROs
foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, utilizando-se o pos-teste de Dunn para
comparagdes entre os grupos. A taxa de maturagao nuclear foi avaliada por meio de
regressao logistica. Todas as analises estatisticas foram realizadas no software

GraphPad Prism (versao 9.3.0), adotando-se nivel de significancia de 5%.
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

6.1.1 Espalhamento de luz dindmico

As NPZnO dispersas em meio MIV apresentaram tamanho hidrodinadmico
meédio variando entre aproximadamente 42 e 54 nm, com discreto aumento nas
maiores concentragdes avaliadas (Tabela 1). Os valores de PDI permaneceram acima
de 0,5 em todas as condigdes, indicando uma distribuicdo de tamanhos relativamente
heterogénea (Danaei et al., 2018). O potencial Zeta manteve-se negativo e proximo a
-10 mV em todas as concentragdes, sugerindo comportamento eletrocinético

semelhante entre os grupos testados.

Tabela 1 — Tamanho hidrodinamico, PDI e potencial zeta de NPZnO dispersas
em meio MIV obtidos por DLS

Cor(ns;/r:;rs;_.;éo Tamanho (nm) PDI Poter(lr(rzli\al; Zeta
1,0 42,6 £ 0,3 0,616 + 0,11 -9,88 £ 0,8
1,5 43,6 £1,9 0,762 £ 0,18 -8,12+0,9
5,0 54,4 + 3,9 0,593 £ 0,13 -9,15+0,9
7,5 493+1,4 0,575 + 0,04 -10,23+0,2

PDI: Indice de polidisperséo. Os valores sdo apresentados como média + desvio padréo (n =
3).

6.1.2 Microscopia eletrénica de varredura

As micrografias obtidas por MEV (Figura 3) evidenciaram a presenga de
particulas predominantemente nanométricas, organizadas em aglomerados
irregulares. Nas imagens com menor ampliagdo (40.000x), observou-se a formagao
de agregados constituidos por particulas de diferentes dimensdes, enquanto nas

imagens com maior ampliagao (100.000x) foi possivel visualizar particulas individuais
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com contornos predominantemente arredondados, bem como estruturas com
morfologia alongada. Adicionalmente, foram observadas particulas com dimensoes
superiores a 100 nm, indicando heterogeneidade morfolégica e dimensional da

amostra.

Figura 3 - Imagens de NPZnO por microscopia eletrénica de varredura em
diferentes escalas

5.0kV X40.000 WD 3.0mm  100nm EMBRAPA 5.0kV  X100.000 WD 3.0mm  100nm

EMBRAPA 5.0kV X40.000 WD 3.0mm  100nm EMBRAPA SEI 5.0kV  X100.000 WD 3.0mm  100nm

Micrografias de microscopia eletrbnica de varredura das NPZnO. A e B correspondem ao
mesmo campo de visdo, em 40.000x e 100.000x, respectivamente; o mesmo se aplicaa C e
D (40.000x e 100.000x). Barra de escala: 100 nm.

6.1.3 Espectroscopias Raman e Infravermelho

A espectroscopia Raman da amostra de NPZnO revelou a presencga de bandas
caracteristicas da estrutura do 6xido de zinco. Foram identificados picos em 332 cm™,

380 cm™, 413 cm™ e 438 cm™ (Figura 2a), compativeis com os modos vibracionais
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descritos para a estrutura cristalina do ZnO. O pico observado em 332 cm™' foi
atribuido a processos de fonons de segunda ordem, especificamente ao modo E,(M),
resultante da combinag&o dos modos E,(high) e E;(low) da estrutura wurtzita do ZnO
(THIRUVENGADATHAN et al., 2022). O pico em 380 cm™ corresponde ao modo
A,(TO), relacionado aos fonons opticos transversais da rede cristalina. Em 413 cm-,
foi identificado o modo E;(TO), também caracteristico da rede cristalina do 6xido de
zinco (SINGAMANENI et al., 2009). O pico mais intenso, observado em 438 cm-', foi
atribuido ao modo E,(high), considerado o principal modo Raman ativo do ZnO em
fase wurtzita, diretamente relacionado as vibragdes dos atomos de oxigénio na rede
cristalina (JIN et al.,, 2009; SHARMA et al., 2012). Em conjunto, esses resultados
indicam a identidade estrutural esperada para o material analisado.

A espectroscopia no infravermelho foi empregada para identificar bandas
vibracionais caracteristicas, verificar a presenga de ligagdes Zn—O e possiveis
interagdes com o meio. Foram identificados trés picos principais em 678 cm™', 2337
cm™' e 2362 cm™' (Figura 2b). O pico em 678 cm™! foi atribuido ao modo de estiramento
das ligagdes Zn-0, caracteristico da estrutura do 6xido de zinco (SINGH; SHARMA;
KIM, 2020). Os picos em 2337 cm™' e 2362 cm™" estdo associados a absorgéo de CO2
atmosférico, atribuida a vibragcdo assimétrica do grupo C=0O, um fendmeno

comumente observado em analises espectroscopicas devido a interagao da amostra

com o ambiente.

Figura 4 - Espectros Raman (a) e Infravermelho por Transformada de Fourier (b) da
amostra de NPZnO
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6.2 EFEITO DA SUPLEMENTAGAO COM NPZnO NAS TAXAS DE CLIVAGEM E
BLASTOCISTOS

As taxas de clivagem e producgédo de blastocistos obtidas apds a suplementagao
do meio de MIV com diferentes concentragdes de NPZnO estdo apresentadas na
tabela 2. Observou-se que ambos os parametros foram influenciados de maneira
dependente da concentragdo utilizada, com respostas distintas entre os grupos
experimentais.

Em relagéo a taxa de clivagem, os maiores percentuais foram observados nos
grupos suplementados com 1,0 e 1,5 ug/mL, ndo havendo diferenga estatistica em
relagcdo ao grupo controle (p > 0,05). Entretanto, houve uma reducgéao significativa
nesse parametro a partir da concentragao de 5,0 ug/mL, com o menor valor registrado
no grupo tratado com 10,0 pg/mL.

Quanto a producdo de blastocistos, a suplementacdo com 1,5 pg/mL
apresentou o maior percentual de desenvolvimento embrionario (60,5%), sendo
estatisticamente superior aos grupos controle, 5,0, 7,5 e 10,0 uyg/mL (p < 0,05), mas
nao diferindo da concentracdo de 1,0 ug/mL. Em contrapartida, as concentracdes de
7,5 e 10,0 yg/mL promoveram uma reducgao significativa na formacéao de blastocistos,
com percentuais de 24,3% e 1,3% respectivamente (p < 0,05).

Diante desse perfil dose-resposta, foram selecionadas as concentracdes 1,5 e
7,5 pg/mL, além do grupo controle, para a investigacdo dos efeitos bioldgicos em

etapas subsequentes.
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Tabela 2 - Desenvolvimento pos-fecundacgao de odcitos maturados sob
diferentes concentracdes de NPZnO.

Grupos (ug/mL) Clivagem n (%) Blastocisto n (%)
Controle 254/307 (82,7)® 159/307 (51,8)2
1,0 191/217 (88,0)? 120/217 (55,3)®
1,5 268/314 (85,4)° 190/314 (60,5)°
5,0 184/234 (78,6)° 120/234 (51,3)?
75 156/226 (69,0)° 55/226 (24,3)°
10,0 2/150 (1,3)° 2/150 (1,3)?

Os valores sao expressos como numero de estruturas clivadas/total de oécitos (%) na coluna
de clivagem e numero de embrides blastocistos/total de odcitos (%) na coluna de blastocisto
para cada grupo experimental. Letras diferentes dentro da mesma coluna indicam diferencas
estatisticas entre os grupos (p < 0,05).

6.3 EFEITO DAS DIFERENTES CONCENTRAGOES DE NPZnO NA ATIVIDADE
MITOCONDRIAL, NiVEL DE EROs E MATURACAO NUCLEAR DE OOCITOS
BOVINOS

A atividade mitocondrial nos odcitos, avaliada por meio da fluorescéncia celular
total corrigida, esta apresentada na Figura 5. Observou-se um efeito dependente da
concentragdo de NPZnO, ndo houve diferenga estatistica entre o grupo controle e o
grupo suplementado com 1,5 pg/mL de NPZnO (p > 0,05). Em contrapartida, a
suplementagcao de 7,5 ug/mL promoveu um aumento significativo na atividade
mitocondrial em comparagao ao grupo controle e ao grupo tratado com 1,5 pg/mL (p
< 0,05). As micrografias representativas corroboram esse aumento de fluorescéncia

no grupo 7,5 ug/mL.
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Figura 5 — Efeito das NPZnO na atividade mitocondrial de odcitos bovinos
maturados in vitro
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(I) Grafico representativo da Fluorescéncia Celular Total Corrigida (unidades arbitrarias [u.a])
nos grupos controle, 1,5 e 7,5 yg/mL. As barras representam a média + desvio padréo.
Asteriscos (* e **) indicam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p < 0,05),
enquanto "ns" indica auséncia de diferenca significativa. (ll) Micrografias de fluorescéncia
representativas de cada grupo experimental, evidenciando a atividade mitocondrial, através
das intensidades de fluorescéncia da sonda Mitotracker Red CMXRos, apds exposicao dos
oocitos bovinos aos diferentes tratamentos. As imagens foram capturadas com uma objetiva
de 20x.

Quanto aos niveis de EROs nos odcitos (Figura 6), os resultados revelaram
que nao houve diferenga estatistica entre o grupo controle e o grupo suplementado
com 1,5 yg/mL de NPZnO (p > 0,05). No entanto, a suplementagédo com 7,5 ug/mL
resultou em niveis de EROs significativamente superiores quando comparadas ao
grupo controle e ao grupo tratado com 1,5 uyg/mL (p < 0,05), o que também é

visualmente evidenciado pelas micrografias de fluorescéncia.
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Figura 6 — Efeitos das NPZnO nos niveis de EROs em odcitos bovinos
maturados in vitro
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(I) Grafico representativo da Fluorescéncia Celular Total Corrigida (u.a.) nos grupos controle,
1,5e 7,5 ug/mL. As barras representam a média £ desvio padrao. Asteriscos (** e ****) indicam
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p < 0,05), enquanto "ns" indica
auséncia de diferenca significativa. (II) Micrografias de fluorescéncia representativas de cada
grupo experimental obtidas pela sonda CellROX Green, evidenciando a produgéo de espécies
reativas de oxigénio. As imagens foram capturadas com uma objetiva de 20x.

Por fim, em relagéo a taxa de maturacédo nuclear (Figura 7), verificou-se um
efeito bifasico da suplementagéo. A concentragdo de 1,5 ug/mL de NPZnO promoveu
um aumento significativo na proporgao de odcitos que atingiram o estagio de metafase
Il em comparagéao ao grupo controle (p < 0,05). Em contrapartida, a dose de 7,5 ug/mL
resultou em uma redugédo significativa da maturagdo nuclear, apresentando valores
significativamente inferiores aos observados tanto no grupo controle, quanto no grupo
suplementado com 1,5 ug/mL (p < 0,05) (Figura 7), evidenciada pela maior proporgéo

de odcitos em vesicula germinativa.
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Figura 7 — Efeitos das NPZnO na maturacao nuclear de oocitos bovinos
maturados in vitro
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(I) Grafico representativo da taxa de maturagao (%) nos grupos controle, 1,5 e 7,5 ug/mL.
Asteriscos (* e ****) indicam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p <
0,05). (I1) Micrografias representativas de cada grupo experimental obtidas em campo claro,
fluorescéncia (DAPI; azul) e sobreposi¢cdo (merged), evidenciando odcitos em metafase |l
(MIl) e vesicula germinativa (VG). As imagens foram capturadas com uma objetiva de 20x.

6.4 QUANTIFICAGAO DA LIPOPEROXIDACAO EM EMBRIOES

Os niveis de lipoperoxidagdo nos blastocistos produzidos na etapa de
padronizagao das concentragbes de NPZnO estdo apresentados na Figura 8.
Observou-se um efeito dependente da concentracdo com diferengas significativas
entre 0s grupos experimentais.

A suplementagdo com 1,0 yg/mL de NPZnO resultou no maior indice de
lipoperoxidagao (60,4%), sendo este valor estatisticamente superior aos observados
nos demais grupos experimentais (p < 0,05). No grupo suplementado com 1,5 ug/mL,
observou-se uma meédia de lipoperoxidacdo de 55,1%, valor superior ao do grupo
controle (49,9%), o qual registrou o0 menor percentual de lipoperoxidagdo entre os
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grupos experimentais. O tratamento com 5,0 ug/mL apresentou uma média de
lipoperoxidacdo de 54%, nao diferindo estatisticamente em relacdo dos grupos

controle e 1,5 pg/mL (p > 0,05).

Figura 8 - Efeito das diferentes concentragées de NPZnO na lipoperoxidagao
de blastocistos bovinos produzidos in vitro
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(I) Grafico representativo da porcentagem de oxidagao nos grupos controle, 1,0, 1,5 e 5,0
pg/mL. As barras representam a média + erro padrao da média. Letras minusculas diferentes
indicam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p < 0,05). (lI) Micrografias
de fluorescéncia representativas de cada grupo experimental, evidenciando a marcagao da
oxidagao de lipidios intracelular. As imagens foram capturadas com uma objetiva de 20x.

6.5 EFEITO DAS DIFERENTES CONCENTRACOES DE NPZnO NA ATIVIDADE
MITOCONDRIAL, NUMERO TOTAL DE CELULAS E iNDICE APOPTOTICO EM
EMBRIOES BOVINOS PRODUZIDOS IN VITRO

Em relag&o a atividade mitocondrial, os resultados obtidos através da analise
da intensidade de fluorescéncia nos blastocistos (Figura 9) indicaram auséncia de

diferencga significativa entre o grupo controle e o grupo suplementado com 1,5 pg/mL
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de NPZnO (p > 0,05). Entretanto, a suplementagédo com a concentragao de 7,5 ug/mL
resultou em uma atividade mitocondrial significativamente superior em comparagao
ao grupo controle e ao grupo tratado com 1,5 yg/mL (p < 0,0001), o que também é

evidenciado pelas micrografias de fluorescéncia.

Figura 9 — Efeito das diferentes concentragdes de NPZnO na atividade
mitocondrial de blastocistos bovinos produzidos in vitro
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(I) Gréfico representativo da intensidade de fluorescéncia (u.a.) nos grupos controle, 1,5e 7,5
pg/mL. As barras representam a média £ desvio padrdo. Asteriscos (****) indicam diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,05), enquanto "ns" indica auséncia de
diferenca significativa. (ll) Micrografias de fluorescéncia representativas de cada grupo
experimental, evidenciando as intensidades de fluorescéncia da sonda Mitotracker Red

CMXRos. As imagens foram capturadas com uma objetiva de 20x.

Em relagdo ao numero total de células (Figura 10), os resultados demonstraram
que nao houve diferenca estatistica entre o grupo controle e o grupo suplementado
com 1,5 ug/mL de NPZnO (p > 0,05). Contudo, a suplementagao de 7,5 ug/mL reduziu
significativamente o numero médio de blastébmeros por embrido quando comparadas
aos grupos controle e 1,5 pg/mL (p < 0,05) (Figura 10).

Quanto ao indice apoptético (Figura 10), observou-se um perfil semelhante ao
do numero total de células. Nao houve diferenca estatistica entre o grupo controle e o
grupo suplementado com 1,5 yg/mL de NPZnO (p > 0,05). No entanto, a concentragéo

de 7,5 pyg/mL promoveu um aumento significativo na porcentagem de células
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apoptéticas em comparacao aos grupos controle e 1,5 pg/mL (p < 0,05), conforme

evidenciado pelo ensaio de TUNEL.
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Figura 10 - Efeito das NPZnO no numero total de blastémeros e na
taxa de apoptose de blastocistos bovinos produzidos in vitro
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(I) Graficos representativos do numero total de blastdbmeros (A) e indices apoptéticos (B) nos
grupos controle, 1,5 e 7,5 ug/mL. As barras representam a média * desvio padrao. Asteriscos
(* e **) indicam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p < 0,05), enquanto
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ns" indica auséncia de diferenca significativa. (ll) Micrografias de fluorescéncia
representativas de cada grupo experimental obtidas pelo ensaio de TUNEL, evidenciando os
nucleos (Hoechst 33342; azul) e as células em apoptose (TUNEL; verde). As imagens foram
capturadas com uma objetiva de 20x.
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7 DISCUSSAO

O ambiente in vitro subdtimo compromete a competéncia oocitaria e a
qualidade embrionaria, principalmente, em decorréncia da degradacdo celular
induzida pelo aumento da formag¢ao de EROs (Soto-Heras; Paramio, 2020). Embora
0 zinco seja reconhecido como um regulador essencial da homeostase redox e da
maturacdo oocitaria (Anchordoquy et al., 2014; Kim et al., 2011), a utilizagdo de
NPZnO surge como uma abordagem promissora para aumentar a biodisponibilidade
desse ion e modular mecanismos de protecao celular. Os resultados desse estudo
demonstraram que a suplementagédo com NPZnO durante a MIV apresentou um perfil
dose-dependente. A concentragdo de 1,5 pyg/mL promoveu uma maior taxa de
maturagdo nuclear e aumento na produgéo de blastocistos, sugerindo um ambiente
mais favoravel ao desenvolvimento oocitario e embrionario. Em contrapartida, a
suplementagdao com 7,5 pg/mL exerceu um efeito deletério, comprometendo a
maturagao oocitaria e resultando na produgdao de embrides com maior indice
apoptatico.

No contexto bioldgico, o comportamento das nanoparticulas é diretamente
influenciado por suas caracteristicas fisico-quimicas, como tamanho hidrodindmico e
carga superficial, as quais determinam sua interacdo com biomoléculas, membranas
celulares e processos de internalizagao (Blanco; Shen; Ferrari, 2015). Dessa forma, a
primeira etapa do presente estudo teve como objetivo a caracterizagao fisico-quimica
das NPZnO testadas.

A literatura descreve que nanoparticulas com tamanhos entre 30 e 50 nm séo
frequentemente associadas a maior interagcdo com membranas celulares e captacao
por mecanismos de endocitose, embora essa resposta seja dependente do tipo celular
e do meio biolégico (Albanese; Tang; Chan, 2012). No presente estudo, as NPZnO
apresentaram tamanho hidrodindmico médio variando entre 42 e 54 nm apds a
dispersao por ultrassonicacdo, mantendo-se dentro da faixa considerada adequada
para aplicagdo em sistemas bioldgicos. A manutengéo desse tamanho nanométrico &
relevante, uma vez que a redugdo do tamanho das nanoparticulas aumenta
significativamente a area de superficie especifica, o que pode favorecer reacdes de
oxirredugéo e dissolucdo parcial, contribuindo para a liberagcao de ions Zn?* no meio
(Mendes et al., 2025).
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Apesar do tamanho médio favoravel, as analises de DLS indicaram um indice
de polidispersao (PDI) variando de 0,575 a 0,762, o que classifica as suspensdes
como moderadamente a altamente polidispersas (Danaei et al., 2018). Essa
heterogeneidade foi corroborada pelas imagens de MEV, que evidenciaram a
coexisténcia de particulas em escala nanométrica e estruturas cristalinas de
dimensdes maiores. Embora valores baixos de PDI sejam desejaveis em sistemas
classicos de entrega de farmacos, a polidispersidade observada neste estudo pode
ser consistente com um perfil de dissolucao diferencial, no qual particulas menores
tendem a se dissolver mais rapidamente, enquanto particulas maiores ou
aglomerados podem atuar como reservatorios de liberagdo gradual de Zn?*
(Rupasinghe, 2011). Essa hipotese sugere um fornecimento mais continuo de ions
zinco durante a maturacdo oocitaria, reduzindo picos abruptos de liberacdo e,
consequentemente, o risco de toxicidade aguda associado a dissolugao rapida de
nanoparticulas muito pequenas (Hu, 2012).

Em relacdo a estabilidade coloidal, o potencial Zeta de aproximadamente -10
mV, observado em todas as concentragdes, indica baixa estabilidade eletrostatica,
uma vez que valores absolutos inferiores a 30 mV estdo associados a maior tendéncia
a aglomeracao (Marsalek, 2014). No entanto, em meios biolégicos complexos, como
o MIV suplementado com soro fetal bovino, a estabilidade das nanoparticulas nao
depende apenas da carga superficial, mas também da interagdo com as proteinas
presentes no meio (Anders et al.,, 2015). A carga superficial levemente negativa &
compativel com a adsor¢cdo de proteinas séricas, favorecendo a formacdo da
chamada “corona proteica”. Srivastav et al. (2019) demonstraram que, embora
nanoparticulas nao revestidas (bare-ZnQ) apresentem alta tendéncia a agregacao e
a adsorcao de opsoninas, a presenca de proteinas do soro, como a albumina, pode
revestir a sua superficie, reduzir a aglomeracdo excessiva e modular tanto a
biodisponibilidade como a toxicidade do zinco (Srivastav et al., 2019). Assim, embora
o potencial Zeta sugira instabilidade eletrostatica, o comportamento observado é
condizente com o esperado para nanoparticulas expostas a um ambiente bioldgico
rico em proteinas.

Ainda nessa etapa de caracterizagdo, foram conduzidos os ensaios de
espectroscopias Raman e Infravermelho com o objetivo de confirmar a identidade
quimica e a integridade estrutural das NPZnO. O espectro Raman apresentou bandas

compativeis com a fase cristalina wurtzita, com picos em 332, 380, 413 e 438 cm™,
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sendo esse ultimo atribuido ao modo E;(high), indicativo de elevada qualidade
cristalina e simetria da rede hexagonal do ZnO (Jin et al., 2009; Thiruvengadathan et
al., 2022). De forma complementar, a espectroscopia na regido do infravermelho
revelou um pico em 678 cm™ atribuido ao estiramento da ligagdo Zn—0O, caracteristico
da rede cristalina do éxido de zinco (Singh; Sharma; Kim, 2020). Os sinais detectados
em 2337 cm™ e 2362 cm™' foram associados a absorcdo de CO, atmosférico,
fendmeno recorrente em analises realizadas sem controle atmosférico, n&o indicando
contaminagao organica ou alteracdes estruturais da amostra (Ahmed et al., 2024). Em
conjunto, os resultados das andlises espectroscopicas confirmam a identidade
quimica e a integridade estrutural do ZnO presente nas nanoparticulas utilizadas
nesse estudo.

Uma vez confirmadas a identidade quimica, a integridade estrutural e o
comportamento coloidal das NPZnO, tornou-se possivel interpretar de forma mais
segura os efeitos bioldgicos observados durante a maturacdo oocitaria e o
desenvolvimento embrionario.

No presente estudo, a concentragédo de 1,0 uyg/mL ndo demonstrou diferencga
estatisticamente significativa na taxa de desenvolvimento embrionario em relagao ao
grupo controle, diferentemente do observado para a concentragao de 1,5 yg/mL. Essa
observagéo é relevante no contexto da definicdo da janela terapéutica das NPZnO
aplicadas a producgao in vitro de embrides bovinos (PIVE). Enquanto Abdel-Halim et
al. (2018) sugeriram que os efeitos benéficos das NPZnO estariam restritos a faixa de
0,7 a 1,0 ug/mL, com indicios de toxicidade ja em 1,5 pyg/mL, Quintao et al. (2024) nao
observaram diferengas significativas nas taxas de clivagem e de desenvolvimento
embrionario entre os grupos controle, NPZnO 1,0 ug/mL e NPZnO 1,5 pg/mL em
embrides bovinos produzidos in vitro. As divergéncias observadas entre os resultados
da literatura referentes aos efeitos das NPZnO nas taxas de desenvolvimento
embrionario podem estar relacionadas as variagdes na composicdo do meio de
maturagcdo in vitro, que influenciam as caracteristicas fisico-quimicas das
nanoparticulas como tamanho, carga superficial e formagdo da corona proteica.
Dessa forma, os efeitos bioldgicos das NPZnO nao dependem exclusivamente da sua
concentracdo, mas também, de caracteristicas fisico-quimicas préprias de cada lote
de nanoparticulas (0 que varia segundo o processo de sintese) e de sua interagéo
com o meio de cultivo (Abdel-Halim; Moselhy; Helmy, 2018; Anders et al., 2015;
Quint&o et al., 2024; Srivastav et al., 2019).
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O fato de a concentragao de 1,5 pg/mL nao ter reduzido os niveis de EROs em
odcitos, ao mesmo tempo que esteve associada ao aumento da lipoperoxidagao nos
blastocistos, sugere que o efeito benéfico observado pode n&o estar associado a um
mecanismo antioxidante classico. Esse achado pode ser relacionado a um possivel
efeito hormético, no qual um estimulo oxidativo leve atua como sinal metabdlico,
promovendo ativagao celular, reorganizacao metabdlica e retomada meidtica mais
eficiente. No trabalho de Soto-Heras & Paramio (2020), foi descrito que niveis
moderados de EROs sdo essenciais por atuarem como moléculas sinalizadoras para
a regulagdo da competéncia oocitaria e ativacdo de vias de desenvolvimento.
Entretanto, a confirmacdo desse mecanismo necessita da avaliagcdo direta de
marcadores especificos de resposta redox e sinalizagao antioxidante.

A dissolucao parcial das NPZnO e a consequente liberagcdo de Zn?* tém sido
apontadas como componentes relevantes das respostas bioldgicas associadas a
essas nanoparticulas. O zinco € um cofator essencial para diversas enzimas, fatores
de transcri¢ao e proteinas envolvidas na progressao meiotica, estabilidade do fuso e
competéncia citoplasmatica. Assim, & plausivel que pequenas quantidades de Zn?*
liberadas em concentracdes mais baixas de NPZnO contribuam para a modulagao de
vias regulatorias de maturagéo oocitaria, sem necessariamente impactar diretamente
uma resposta antioxidante robusta (Sehsah et al., 2019). Em contraste, concentracdes
mais elevadas (7,5 uyg/mL) provavelmente levam ao desequilibrio ibnico e metabdlico,
explicando os efeitos toxicos observados no desenvolvimento embrionario.

A analise da maturacao nuclear demonstrou que a suplementacao com 1,5
pMg/mL de NPZnO promoveu um aumento significativo na proporgao de odécitos que
atingiram a metafase Il, enquanto a concentragdo de 7,5 ug/mL resultou em uma
queda acentuada nesse parametro. Segundo Kim et al. (2011), uma concentragéo
ideal de zinco durante a maturacdo oocitaria € essencial para a formagao e
estabilidade do fuso meidtico e para a pausa em metafase Il. Nesse contexto, a
liberagdo de ions Zn?* pelas NPZnO na concentragdo de 1,5 pg/mL pode ter
aumentado a biodisponibilidade de zinco intracelular para proteinas reguladoras do
ciclo, como a Emi2 (Early Mitotic Inhibitor 2), que € dependente de zinco para inibigéo
do complexo promotor da anafase (APC/C), prevenindo a progressao prematura da
meiose e falhas na extrusao do corpusculo polar (Bernhardt et al., 2011; Kim et al.,
2011). Assim, os resultados sugerem que a concentragao de 1,5 ug/mL forneceu um

aporte adequado de zinco para sustentar a organizagdo do fuso e a progressao
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meidtica. Por outro lado, a redugao na taxa de maturagao nuclear em 7,5 pg/mL pode
indicar um efeito citotéxico, culminando em bloqueio do ciclo celular induzido e
prejuizo da competéncia oocitaria.

Outro ponto relevante é a possivel agao indireta das NPZnO mediada pelas
células do cumulus e pela formagao da corona proteica ao redor das nanoparticulas
no meio de maturagdo. A adsorcdo de proteinas séricas a superficie das
nanoparticulas pode atenuar sua citotoxicidade direta e modular sua internalizagao
(Srivastav et al., 2019). No contexto do complexo cumulus-odcito (CCO), Abdel-Halim
et al. (2018) observaram que a exposicdao a NPZnO em concentragdes de 0,7 — 1,0
Mg/mL esteve associada a baixos niveis de fragmentacdo de DNA e ao aumento do
conteudo intracelular de glutationa nas células do cumulus. Esses achados sugerem
que as nanoparticulas podem nao necessitar ser internalizadas diretamente pelo
oocito para exercer efeitos bioldgicos relevantes. Dessa forma, as NPZnO podem
atuar sobre as células do cumulus, modulando a comunicagdo paracrina, o
metabolismo energético e o microambiente redox que sustenta a maturagao oocitaria,
contribuindo indiretamente para a melhoria da competéncia do odcito (Abdel-Halim;
Moselhy; Helmy, 2018).

Os resultados obtidos com a concentragdo de 7,5 ug/mL evidenciaram os
efeitos citotdxicos. Houve uma redugéao significativa na taxa de maturagao oocitaria e
queda na producao de blastocistos, associada ao aumento dos niveis de EROs e do
indice apoptético. Esses efeitos ocorreram concomitantemente ao aumento do sinal
da sonda Mitotracker Red, cuja captacdo € dependente do potencial de membrana
mitocondrial. O aumento da atividade mitocondrial associado a altos niveis de EROs
e apoptose ndo deve ser interpretado como melhora funcional. Pelo contrario, esse
achado é compativel com um estado de hiperpolarizagdo mitocondrial ou com
alteracdes patoldgicas do potencial de membrana, observadas sob condi¢gbes de
estresse celular severo.

Estudos de toxicidade envolvendo NPZnO, como os de Cho et al. (2011) e
Camaioni et al (2021), demonstram que as nanoparticulas podem ser internalizadas
por endocitose e acumuladas nos lisossomos, onde o ambiente acido favorece sua
rapida dissolugao e a liberagdo de grandes quantidades de ions Zn?* (Camaioni et al.,
2021; Cho etal., 2011). O excesso de zinco livre pode inibir enzimas chave da glicolise
e do ciclo de Krebs (Florianczyk; Trojanowski, 2009; Xia et al., 2008) além de

desencadear disfungdo mitocondrial, incluindo alteracbes de permeabilidade da



65

membrana interna, como a abertura do poro de transicdo de permeabilidade
mitocondrial. Esses eventos estdo associados a perda de potencial de membrana,
aumento na producdo de EROs e a liberagdo de fatores pro-apoptédticos, como o
citocromo C (Vandebriel; De Jong, 2012; Wang et al., 2024). Os dados obtidos pelo
ensaio de TUNEL corroboram a ativagao da via de morte celular programada. Assim,
a concentragao de 7,5 ug/mL provavelmente excedeu a capacidade de tamponamento
celular mediada por metalotioneinas, convertendo o zinco de um elemento sinalizador
essencial em um agente citotoxico.

Em conjunto, os resultados demonstram que os efeitos das NPZnO durante a
maturagao oocitaria e o desenvolvimento embrionario sdo dependentes tanto das
suas caracteristicas fisico-quimicas quanto da concentracdo empregada. As
nanoparticulas apresentaram tamanho hidrodindmico compativel com aplicacdes
bioloégicas, elevada polidispersidade e carga superficial levemente negativa,
caracteristicas que, em meio de maturacado suplementado com proteinas, favorecem
a formacgado de corona proteica, a liberacdo gradual de Zn** e a interagdo com o
microambiente celular. Nesse contexto, foi identificada uma janela terapéutica
funcional, na qual a concentragdo de 1,5 pg/mL promoveu maior competéncia
oocitaria e melhor desempenho embrionario, sem supressao dos niveis de EROs ou
da oxidagao lipidica, sustentando a hipétese de um mecanismo hormético mediado
por estimulo redox moderado. Em contraste, a concentracao de 7,5 uyg/mL excedeu o
limiar adaptativo, resultando em desregulagao redox, disfungdo mitocondrial, redugao
da maturacdo nuclear, queda na produgcdo de blastocistos e aumento do indice
apoptoético, caracterizando efeito citotdoxico associado ao excesso de Zn?**
biodisponivel. Assim, os dados indicam que a agao das NPZnO na PIVE bovina nao
€ linear, nem exclusivamente antioxidante, mas resulta de uma interacao complexa
entre propriedades nanométricas, biodisponibilidade idnica e capacidade adaptativa
do sistema bioldgico.

Embora a auséncia de analises ultraestruturais limite a confirmacao direta dos
mecanismos de internalizagdo, os resultados sugerem que os efeitos benéficos
observados em 1,5 pg/mL decorrem da combinagédo entre sinalizagdo por Zn?",
modulagdo metabdlica hormética e interagdo com o complexo cumulus—odcito,
apontando a necessidade de estudos futuros que integrem abordagens estruturais,

moleculares e funcionais para elucidagcao dos mecanismos celulares envolvidos.
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8 CONCLUSAO

Conclui-se que a suplementagdo com NPZnO durante a MIV de odcitos bovinos
exerce um efeito dependente da concentracdo, compativel com um comportamento
hormético no sistema de PIVE. A concentragcdo de 1,5 pg/mL mostrou-se
citocompativel e biologicamente favoravel, promovendo maior taxa de maturagao
nuclear e aumento da producdo de blastocistos, sem induzir desregulagdo redox ou
prejuizos a viabilidade embrionaria. Em contraste, a exposigédo a concentragao de 7,5
Mg/mL ultrapassou o limiar adaptativo do sistema, resultando em desregulagao redox,
comprometimento da progressao meidtica, disfuncdo mitocondrial e aumento da
apoptose embrionaria. Esses achados indicam que a incorporagao de nanomateriais
em protocolos reprodutivos deve ser baseada em janelas terapéuticas bem definidas,
uma vez que o controle preciso da concentragao é determinante para a maximizagao

dos ganhos reprodutivos e da eficiéncia da PIVE.
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