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RESUMO

A produgdo in vitro de embrides (PIVE) ¢ uma técnica que revolucionou o nicho de reproducao
bovina ao possibilitar a escolha e a disseminagdo de material genético de interesse para ampliar
a eficiéncia reprodutiva e zootécnica do rebanho. Entretanto, algumas etapas deste processo
como a maturacdo ovocitaria in vitro (MIV) e o cultivo embrionario in vitro (CIV) ainda
apresentam limitagdes, as quais implicam em baixas taxas de blastocistos comercializaveis
produzidos. Dessa forma, investigou-se neste trabalho a utilizagdo do método de agitacdo 3D
lenta por inclinacdo como alternativa para mimetizar o ambiente fisioldgico da tuba uterina com
o objetivo de ampliar a eficiéncia da PIVE. Para tanto, foi avaliado o regime de agita¢do
continua em variados grupos de estudo, e comparados a grupos controles, para investigar o
impacto desta metodologia sobre as taxas de clivagem, de desenvolvimento embrionario e de
formagao de blastocistos. As taxas de clivagem ndo apresentaram diferencas significativas entre
os protocolos, indicando que o estimulo mecanico durante a maturagao in vitro nao interfere na
quantidade inicial de embrides produzidos. Contudo, o desenvolvimento embrionario e,
consequentemente, a formacao de blastocistos foram afetados negativamente, evidenciando que
o cultivo in vitro ¢ uma etapa mais sensivel e suscetivel a variagdes do ambiente. Os resultados
demonstraram que a agitagdo 3D lenta por inclinagdo, embora seja uma alternativa promissora
devido a simplicidade, ao baixo custo e a facil aplicacdo, ainda requer ajustes no estimulo

mecanico empregado.

Palavras-chave: Producdo in vitro de embrides; MIV; CIV; agitacdo 3D; biotecnologia

reprodutiva.



ABSTRACT

In vitro embryo production (IVEP) is a technique that has revolutionized the bovine
reproduction niche by enabling the selection and dissemination of genetic material of interest
to improve herd reproductive and zootechnical efficiency. However, some stages of this
process, such as in vitro oocyte maturation (IVM) and in vitro embryo culture (IVC), still
present limitations, resulting in low rates of marketable blastocysts. Therefore, this study
investigated the use of the 3D slow agitation method by tilting as an alternative to mimic the
physiological environment of the fallopian tube in order to increase the efficiency of IVP. To
this end, the continuous agitation regime was evaluated in various study groups and compared
to control groups to investigate the impact of this methodology on cleavage rates, embryonic
development, and blastocyst formation. Cleavage rates did not show significant differences
between protocols, indicating that mechanical stimulation during in vitro maturation does not
interfere with the initial number of embryos produced. However, embryonic development and,
consequently, blastocyst formation were negatively affected, demonstrating that in vitro culture
is a more sensitive stage and susceptible to environmental variations. The results showed that
slow 3D tilting agitation, although a promising alternative due to its simplicity, low cost, and

ease of application, still requires adjustments to the mechanical stimulus employed.

Keywords: In vitro embryo production; oocyte maturation; embryo culture; 3D agitation;

reproductive biotechnology.
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1. INTRODUCAO

A agropecuaria detém um papel de destaque na economia e na seguranga alimentar
mundial, uma vez que esta atividade impacta diversos setores que vao desde a producao
primaria até o processamento e a comercializagdo de inimeros insumos. No cendrio brasileiro,
a bovinocultura assume um papel central na producao agropecudria global, constituindo-se
como uma das principais atividades econdmicas do pais e contribuindo significativamente para
o Produto Interno Bruto (PIB) do setor. A medida que as demandas globais por proteina animal
aumentam, observa-se uma maior pressao e exigéncia sobre esse mercado, além da eficiéncia e
da produtividade dos rebanhos serem impulsionadas pelo avango das tecnologias reprodutivas.
Entre essas inovagdes, a Producdo /n Vitro de Embrides (PIVE) destaca-se como uma
biotecnologia essencial (PONTES et al., 2009), permitindo a multiplicacdo acelerada de
animais geneticamente superiores € 0 aprimoramento continuo da qualidade do plantel nacional

(BATISTELA; PEREIRA; NASCIMENTO; DIAS, 2023).

1.1 Funcionamento da PIVE

A PIVE ¢ composta por quatro etapas interdependentes: A maturagdo ovocitaria in vitro
(MIV), a fertilizagdo in vitro (FIV), o cultivo embrionario in vitro (CIV) e, por fim, a
transferéncia dos embrides (TE) ao utero de fémeas receptoras. A primeira etapa corresponde a
maturacao de ovocitos imaturos, chamados de complexos cumulus-ovocito (CCOs), que sdao
cultivados para adquirir competéncia para a fertilizagdo. Em seguida, a fertilizagdo in vitro
permite que os gametas masculinos e femininos sejam colocados em contato para a formacao
do zigoto, dependendo diretamente da integridade da cromatina espermatica (ROCHA et al.,
2025). A terceira etapa refere-se ao cultivo embriondrio in vitro, fase na qual os zigotos se
desenvolvem até o estagio de blastocisto em condi¢des laboratoriais controladas. Por fim,
ocorre a transferéncia de embrides para o ttero de fémeas receptoras devidamente preparadas
(MACIEL; MASQUIO; TEIXEIRA, 2025).

Nesse contexto, a etapa de MIV ¢ crucial para garantir que os ovocitos estejam aptos
para serem fertilizados e se desenvolvam em embrides vidveis. Durante a maturagdo in vitro,

os ovocitos passam por diversas transformagdes nucleares e citoplasmaticas importantes, como
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a conclusdo da meiose, a reorganizagao do citoesqueleto, o acumulo de reservas energéticas e
a ativagdo de vias de sinaliza¢do celular fundamentais para o sucesso da fecundagdo e do
desenvolvimento embrionario. Além disso, o sucesso desta etapa ¢ influenciado por fatores
externos, como o intervalo entre a estimulagao hormonal e a aspirac¢ao folicular (SIRARD et
al., 2012), e pode ser potencializado pela suplementacdo do meio com substancias como beta-
NGF (MARTINS et al., 2025) ou antioxidantes como melatonina e coenzima Q10 (RUIZ-
CONCA et al., 2023).

Na sequéncia, o cultivo embriondrio também ¢ uma etapa determinante ao proporcionar
um ambiente ideal que simule as condigdes naturais para o desenvolvimento dos zigotos até o
estagio de blastocisto. Durante o CIV, ocorrem mudangas bioldgicas complexas, incluindo a
ativacdo do genoma embrionario, a compactagdo dos blastdmeros e a diferenciacao celular entre
a massa celular interna e a trofoectoderme (BAE, 2011). O sucesso desta fase depende da
manuten¢do de um microambiente que sustente a expressao de genes associados a viabilidade
e que preserve a integridade epigenética, garantindo que o embrido possua competéncia para a
implantacdo e o desenvolvimento gestacional pleno (SWAILI; SHELLING, 2009; SANTOS et
al., 2023).

1.2 Limitag¢oes da MIV e CIV no modelo tradicional

Apesar dos avancos, a PIVE ainda enfrenta limita¢des significativas, uma vez que as
taxas de conversao de ovocitos em blastocistos encontram-se relativamente baixas, variando
entre 30% e 45%, de modo que parte consideravel dos embrides apresentam defeitos
morfologicos ou epigenéticos, os quais inviabilizam a transferéncia e uma gestagdo bem
sucedida. Essa realidade indica que a producdao de embrides no ambiente in vitro, ainda que
permita o aumento da quantidade de células resultantes, apresenta qualidade inferior aqueles in
vivo (KIM et al., 2025).

Nesse sentido, o cultivo tradicional de embrides ¢ comumente realizado em sistemas
bidimensionais (2D), nos quais os CCOs sdo expostos em superficies plasticas (placas de Petri
ou placas de cultura de pléstico tratadas). Contudo, esse método induz a adesdo dos CCOs ao
substrato, o que provoca o achatamento destes, além de afetar a comunica¢do entre as células
envolvidas e poder comprometer a maturagao completa dos ovécitos (KOO et al., 2024). Além

disso, o ambiente estatico impede a dispersdo eficiente de residuos metabdlicos, o que pode
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levar a altera¢des na metilagdo global e comprometer a competéncia embrionaria (MIMURA

etal., 2023).

1.3 Alternativas e o uso de agitacao 3D

Uma alternativa para esse cenario ¢ a utilizacdo de métodos tridimensionais (3D) de
cultivo, que almejam recriar a tridimensionalidade do ambiente uterino e propiciar condi¢des
fisioldgicas mais fiéis para o desenvolvimento dos gametas e embrides.

Dessa forma, dentro da busca por maior fidelidade fisiologica, diferentes biotecnologias
estdo em processo de pesquisa para aprimorar a MIV e o CIV. Dentre os métodos mais recentes
e estudados destacam-se: o uso de plasma rico em plaquetas (PRP) como substituto ao soro
fetal bovino (SFB); e a aplicagdo de sistemas microfluidicos e matrizes 3D baseadas em
hidrogéis, que sdo ferramentas capazes de influenciar positivamente a expressdo génica
embrionaria (RUIZ-CONCA et al., 2023; ZHANG et al., 2024); bem como a aplicagdo de
sistemas de agitacao leve, como a microvibrag¢do ou o modelo de inclinagdo (#i/ting), que visam
promover uma suspensao homogénea das células, facilitando a troca de nutrientes e evitando o
acimulo de subprodutos citotoxicos (MIZOBE et al., 2011; YAMANAKA et al., 2010).

Entretanto, apesar de promissores, muitos desses métodos demandam equipamentos
sofisticados ou possuem limitacdo de aplicacdo pratica em larga escala.

Nesse sentido, o modelo de agitacdo 3D empregado neste presente estudo surge como
uma abordagem alternativa de facil implementagdo e baixo custo. Esse método consiste na
utilizacdo de um agitador KASVI modelo K45-4020, agitador Basic 3D, velocidade 20 Rpm,
220V que gera a movimentag¢ao inclinada de tubos de cultura em baixa velocidade e de maneira
constante para promover uma suspensao homogénea dos CCOs e embrides no meio de cultura.
Tal estratégia visa mimetizar as condi¢cdes do ambiente uterino, uma vez que no contexto
natural os ovocitos e embrides sdo constantemente mobilizados pelas contragdes musculares e
pelo batimento ciliar das tubas.

Nessa perspectiva, este estudo investigou a utilizacao da agitagdo 3D suave durante a
MIV e o CIV sob dois modelos: o uso dessa metodologia tanto na maturagao quanto no cultivo
embriondrio e a utilizagcdo do agitador apenas durante o periodo de CIV. Assim, a avaliagao
desse método foi efetuada a partir da comparacao da taxa de clivagem, taxa de desenvolvimento

embrionario e taxa de blastocistos com as respectivas taxas do modelo tradicional (controle).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Validar o método de maturagdo ovocitaria e cultivo embrionario bovino sob agitacao
3D (por inclinagdo) lenta para aumento da quantidade dos embrides comercializaveis

produzidos.

2.2 Objetivos especificos

e Testar método de maturagdo ovocitdria e cultivo embriondrio sob agitacdo 3D (por
inclinacdo) lenta de forma continua.
e Testar apenas o método de cultivo embrionario sob agitacdo 3D (por inclinagdo) lenta

de forma continua, sem aplicar a agitagdo durante a maturagdo ovocitaria.



3. METODOLOGIA

3.1 Delineamento experimental

Para a realizacdo deste trabalho, foram realizadas 16 rotinas diferentes de PIVE,
divididas e avaliadas em 2 diferentes grupos. Grupo 1: aplicagdo de agitacdo 3D lenta de forma
continua durante a maturacao e o cultivo embriondrio. Foram feitas 8 rotinas sob este modelo
com duragao de uma semana cada (tempo referente ao processo de execucao da PIVE). Grupo
2: aplicagdo de agitacdo 3D lenta de forma continua apenas durante o cultivo embrionario.
Foram produzidas também 8 rotinas utilizando a agitacao apenas no CIV com a mesma duragao
de execucdo do grupo anterior. Além disso, cada rotina contou com um respectivo Grupo
Controle (auséncia de agitacdo e apoio), que passou pelas mesmas etapas da PIVE. Para a
andlise estatistica, foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se os dados
possuiam distribuicdo normal. Como em cada rotina de PIVE existiam o grupo experimental e
o grupo controle, foi utilizado o teste t pareado, para verificar a existéncia de diferengas entre
os grupos, minimizando a influéncia das varidveis ndo controladas, tais como, a quantidade de
CCOs obtidas na dada semana de execug¢do, a palheta de sémen utilizada para fertilizagao, entre

outros fatores que ndo sdo constantes para todas as rotinas.

3.2 Producio in vitro de embrioes

Para a realizagdo deste estudo, foram utilizados ovarios bovinos doados por frigorificos
na regido de Uberlandia para fins de pesquisa, bem como doses de sémen congelado adquiridas
de empresas especializadas. Ademais, todos os meios de cultura utilizados para a execugao das
etapas de PIVE foram adquiridos da empresa especializada Vitrogen. Também foi utilizado um
agitador para tubos 3D com rotacdo de 20 rpm durante as fases de maturacdo e cultivo
embrionario, bem como 2 suportes para os tubos manufaturados pela equipe do Laboratério de
Biologia da Reproducao ICBIM/UFU. Além disso, todas as etapas estiveram sob controle e
vigilancia biologica para evitar contaminagdo e comprometimento do estudo.

As PIVEs foram realizadas segundo a metodologia descrita a seguir:

3.2.1 Obtencao e selecao dos ovocitos
Os ovarios foram coletados post mortem em abatedouros comerciais das cidades de
Uberlandia e Araguari, e foram transportados em garrafas térmicas até o laboratério de Biologia

da Reproducao (ICBIM/UFU) em Uberlandia. Apds a chegada ao laboratério, os ovarios foram
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mantidos em banho-maria a 37°C para efetuar a aspiracdo folicular. Os foliculos antrais
ovarianos foram aspirados utilizando seringas de 5 mL e agulha 18G e o fluido aspirado foi
transferido para tubos Falcon de 50 mL para a sedimentagao, durante 20 minutos. Por fim, o
sedimento foi depositado em placas de Petri de poliestireno de 90 x 15 mm e o rastreamento
dos complexos cumulus-ovdcito (CCOs), constituidos do ovocito e as células foliculares que o
circundam, foi realizado com auxilio de micropipetas e microscopio estereoscopico.

Foram selecionados CCOs classificados como grau I e grau II segundo a metodologia
proposta por STOJKOVIC et al, 2001. Dessa forma, consideraram-se CCOs de grau I aqueles
que apresentaram ovocito com citoplasma homogéneo, auséncia de vacuolos e células do
cumulus rodeando todo o ovécito com trés ou mais camadas de células. CCOs de grau II,
aqueles que possuiam ovocitos com citoplasma ainda homogéneo, porém com pequenas
irregularidades ou pigmentagdes, e trés ou mais camadas de células do cumulus menos
compactas. Os CCOs encontrados classificados como grau III (citoplasma heterogéneo e menor
numero de camadas de células do cumulus) e grau IV (citoplasma heterogéneo e células do
cumulus ausentes, expandidas ou muito reduzidas) ndo foram selecionados. A morfologia
tedrica dos CCOs selecionados pode ser observada na figura 1 e as células encontradas durante

a aspiragdo folicular nas rotinas de PIVE estdo representadas na figura 2.

Figura 1 — CCOs classificados como grau I (A e B) e grau II (C e D), segundo a
metodologia de Stojkovic (2001)
Fonte: MARTINS, 2025
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Figura 2 — CCOs obtidos durante o rastreio e que serdo selecionados para progressao

da PIVE

Fonte: elaborado pelo autor

3.2.2 Obtencio do sémen
As amostras de sémen de um touro com fertilidade comprovada utilizadas durante o
desenvolvimento deste estudo foram doadas pela ABS Global Brasil. Em todo o estudo foi

utilizado o sémen de um tnico touro da raga Nerole (Touro Canela, cédigo 1385).

3.2.3 Maturacao in vitro

Os CCOs selecionados (figura 3) foram lavados trés vezes em meio de lavagem
(Vitrogen). Apos isso, foram transferidos de 10 a 35 CCOs para tubos de cultivo contendo 400
uL de meio de maturagdo (Vitrogen) e cobertos com 250 puL de 6leo mineral preparados com
no minimo 2 horas de antecedéncia a aspiragao dos ovarios e foram mantidos por 22h em estufa
na temperatura de 37°C, 100% de umidade e atmosfera de 5% de CO2, para que houvesse a
maturagdo. Além disso, os tubos correspondentes ao grupo de agitacdo durante a MIV foram
colocados em agitacdo leve por inclinacdo (3D) de forma continua. Ao término do periodo de

maturacao os CCOs foram destinados a etapa de fertilizagao.
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Figura 3 — CCOs selecionados para a maturacdo in vitro

Fonte: elaborado pelo autor

3.2.4 Fertilizacao in vitro

Os CCOs maturados foram lavados trés vezes em microgotas de 80 pL de meio FIV
(Vitrogen) e foram transferidos para gotas de 120 pL de meio FIV cobertas com 6leo mineral
em placas de poliestireno de 60 x 15 mm preparadas no dia anterior.

A fertilizagdo in vitro inicia-se com a montagem de um mini-gradiente de Percoll. Para
1sso, em um tubo Eppendorf de 1,5 mL foram adicionados 200 pL de Percoll € 200 uL de TALP
Sperm (Vitrogen), seguido da pipetagem de 400 pL de Percoll no fundo do tubo, formando o
gradiente. O tubo foi entdo mantido em estufa por pelo menos 15 minutos para estabilizagao.
Em seguida, uma palheta de sémen previamente identificada (1385 touro Canela) foi retirada
do galdao de armazenamento, descongelada em banho-maria por 30 segundos a temperatura de
37°C e conduzida a sala de cultivo, protegida da luz. O conteudo da palheta foi depositado
cuidadosamente sobre a superficie do gradiente preparado. O material foi centrifugado a 3500
rpm por 5 minutos; apOs essa etapa, retirou-se 1 mL do sobrenadante e foi adicionado 1 mL de
meio FIV (Vitrogen). Realizou-se uma nova centrifugacdo a 1000 rpm por 3 minutos, ao final
da qual obteve-se um pellet de aproximadamente 70 pL. Desse volume, 5 pLL foram destinados
a um tubo eppendorf chamado tubo de concentragdo, sendo diluidos em 95 pL de agua Milli-
Q, enquanto o volume remanescente (65 uL) foi reservado em outro tubo chamado tubo de

fertilizagdo, para a etapa de avaliacdo de motilidade e, ao final, de execucao da FIV.
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A motilidade espermatica foi avaliada a partir da retirada de uma aliquota de 5 uL do
tubo de fertilizagdo, a qual foi depositada sobre uma lamina para observacdo em microscopio
optico previamente aquecida. A porcentagem de motilidade foi estimada visualmente, variando
de 0 a 100%, conforme a propor¢do de espermatozoides moveis observados no campo.

Para a determinagdo da concentracdo espermatica, utilizou-se o tubo previamente
diluido na proporcao de 1:20 (tubo de concentragdo). A camara de Neubauer foi higienizada
com agua destilada, posicionada a laminula especifica e, ap6s homogeneizagao da amostra,
preencheu-se completamente ambos os compartimentos da camara, evitando a formagao de
bolhas de ar. A contagem foi realizada na diagonal, considerando cinco quadrantes de cada
lado, e calculou-se a média entre as duas leituras. O valor médio obtido corresponde ao numero
de espermatozoides presentes em 0,02 uL, sendo entao multiplicado por 50 para conversao para
1 uL e, posteriormente, pelo fator de dilui¢ao (20), resultando em um fator total de correcao de
1000. Assim, determinou-se a concentragao total de espermatozoides por microlitro da presente
rotina em execugao.

A concentragdo de espermatozoides moveis foi obtida multiplicando-se a concentragao
total pela porcentagem de motilidade dividida por 100. Esse valor representa a quantidade
efetiva de espermatozoides aptos a fecundagao por microlitro. Ao multiplicar essa concentragao
pelo volume do pellet destinado a FIV, obtém-se o total de espermatozoides méveis disponiveis
na rotina. Considerando-se a padronizagao de 10.000 espermatozoides para fecundar 1 ovdcito,
calcula-se o nimero total desejado de espermatozoides moveis de acordo com a quantidade de
ovocitos a serem fecundados. O volume final necessario foi determinado dividindo-se o total
desejado pela concentragdo de espermatozoides mdveis por microlitro. Por fim, calculou-se o
volume de meio FIV (Vitrogen), suplementado com heparina e penicilamina, hipotaurina e
epinefrina (PHE), a ser adicionado ao pellet, considerando o volume final desejado e o volume
de pellet disponivel. Quando o valor calculado ¢ negativo, interpreta-se que o pellet apresenta
concentracdo superior a necessaria, devendo-se utilizar apenas o volume correspondente ao
calculo e completar o restante com meio FIV, garantindo a padronizagao da concentragdo
espermatica para a fertilizagao.

Dessa forma, foi pipetado nas gotas contendo os ovoécitos maduros o volume
espermatico calculado, e as placas de petri foram mantidas novamente em estufa na temperatura
de 37°C, 100% de umidade e atmosfera de 5% de CO2, durante 19 horas, para que ocorresse a

fertilizacao.
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Para cada rotina de PIVE executada, todos os calculos e passos foram refeitos conforme

a qualidade da palheta de sémen utilizada na presente semana de execug@o do experimento.

3.2.5 Cultivo in vitro

Apbs o periodo de incubacdo dos ovocitos com os espermatozoides, os provaveis
zigotos foram desnudados mecanicamente por pipetagdes consecutivas, lavados por 3 vezes em
meio CIV (Vitrogen) e transferidos para tubos de cultivo contendo 400 pL de meio CIV
(Vitrogen) e cobertos com 250 uL de oleo mineral preparados no dia anterior, onde
permaneceram por 6 dias sob agitagdo 3D.

Vinte e quatro horas ap6és a fecundacdo dos ovoécitos foram avaliadas as taxas de
clivagem por meio de contagem dos zigotos que apresentaram duas ou mais células com o
auxilio de microscopio estereoscopico. Por fim, sete dias apds a fecundacao foram avaliadas as
taxas de desenvolvimento embrionario, por meio da contagem da quantidade de embrides que
alcangaram o estagio de blastocisto com a utilizagdo de microscopio estereoscopico, além de
serem classificados em Blastocisto inicial (Bi), Blastocisto (Bl), Blastocisto expandido (Bx) ou
Blastocisto em eclosao (Bn), de acordo com o protocolo da mesma empresa de utilizagdo dos
meios (Vitrogen). Também foram calculadas as taxas de blastocisto, as quais consistem na

porcentagem de células totais que iniciaram a PIVE (CCOs) e chegaram em blastocisto.

3.3 Metodologia de agitacio

O agitador KASVI modelo K45-4020, agitador Basic 3D, velocidade 20 Rpm, 220V
(figura 4) foi mantido dentro de estufa com a placa agitadora funcionando a uma velocidade de
20 rpm durante todo o periodo designado (22h durante a maturagdo in vitro e 6 dias durante o
cultivo in vitro). Para isso, foram utilizados dois suportes confeccionados pela equipe do
Laboratorio de Biologia da Reproducao, um de silicone e outro de biscuit, para apoiar os tubos
de cultivo no equipamento e permitir a movimentagdo correta do meio de cultura. Do mesmo
modo, os grupos controle também foram mantidos nos mesmos tipos de tubos de cultivo para

simular as mesmas condi¢des, ainda que sem a presenga de agitacao.
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Figura 4 — Agitador KASVI modelo K45-4020, agitador Basic 3D, velocidade 20
Rpm, 220V utilizado durante as rotinas de PIVE.

Fonte: elaborado pelo autor

3.4 Avaliacio estatistica

Existem variaveis ndo controlaveis em cada rotina de PIVE que podem influenciar o
resultado mais do que a propria variavel testada (agitagdo). Portanto, para que se tenha uma
avaliagdo estatistica mais confiavel, para verificar a existéncia de diferengas significativas entre
a rotinas de PIVE com agitacdo e o controle, foi realizado o teste t pareado.

Como as rotinas de PIVE com as duas variac¢des utilizando agitagdo foram realizadas
em momentos diferentes, para verificar a existéncia de diferenca entre a agitacdo continua
durante MIV-CIV e apenas durante o CIV, os dados foram normalizados utilizando-se a
diferenca entre o método com agitagdo com seu respectivo controle. Desta forma foi possivel

utilizar o teste ANOV A bidirecional e como teste post hoc o t ndo pareado (p < 0,05).
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos em cada rotina de PIVE foram quantificados e classificados de
acordo com o estadgio de desenvolvimento embrionario das células presentes em cada rodada
de experimentos. Desse modo, foi registrado o numero de células que iniciaram a rotina de
PIVE (ovécitos imaturos), a quantidade de possiveis zigotos (numero de células que passaram
pelo procedimento de FIV) e o nimero de células clivadas (células que iniciaram o
desenvolvimento embrionario pela presenca e multiplicagdo de blastomeros). Por fim, 6 dias
apods o cultivo embrionario foi quantificado o nimero de blastocistos formados, considerando
blastocisto inicial (Bi) o estagio no qual a blastocele comeca a se formar, blastocisto (Bl) o
estagio que apresenta a blastocele mais desenvolvida e organizada, blastocisto expandido (Bx)
no qual a blastocele ocupa praticamente todo o volume embrionario, promovendo um aumento
de tamanho, e blastocisto em eclosdo (Bn) no qual o embrido inicia a ruptura da zona peltcida,
permitindo que parte de sua estrutura comece a sair para o meio externo. Os embrides

produzidos e as respectivas classificagcdes podem ser observados na figura 5.

Figura 5 — A: Embrido clivado, B: blastocisto expandido (seta), C: blastocisto em
eclosdo (seta), D: blastocisto inicial (seta), E: blastocisto, obtidos durante as rotinas, ¢ F:

escala grafica.

Fonte: elaborado pelo autor
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4.1 Agitacio durante a MIV e o CIV

Os resultados obtidos em cada rotina de PIVE estdo demonstrados nas tabelas 1

(Controle) e 2 (agitacao durante a MIV e o CIV)

Tabela 1 — Numero de ovdcitos imaturos, zigotos, embrides clivados e blastocistos

obtidos nos grupos controle em cada rotina de PIVE.

Rotina controle Ovdcitos Zigotos Clivados Bi BL Bx Bn
imaturos

1 28 28 20 2 2 0 0
2 22 9 7 2 1 0 0
3 22 17 11 2 4 0 0
4 32 18 11 0 6 0 0
5 15 15 9 4 3 2 0
6 15 15 11 3 1 2 0
7 15 15 10 2 1 3 0
8 15 15 7 2 1 1 1

Legenda: Blastocisto inicial (Bi), blastocisto (Bl), blastocisto expandido (Bx) e blastocisto em eclosdo
(Bn)

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 2 — Numero de ovocitos, zigotos, embrides clivados e blastocistos obtidos nos

grupos de agitacio MIV-CIV em cada rotina de PIVE.

Rotina agitacao Ovocitos Zigotos Clivados Bi BL Bx Bn
MIV-CIV imaturos

1 26 25 16 1 0 0 0
2 22 20 13 2 1 1 0
3 22 20 7 2 1 0 0
4 32 25 15 3 1 0 0
5 15 15 11 1 2 1 0
6 15 15 10 3 0 0 0
7 15 15 8 3 2 0 0
8 15 15 10 1 2 1 0

Legenda: Blastocisto inicial (Bi), blastocisto (Bl), blastocisto expandido (Bx) e blastocisto em eclosdo
(Bn)

Fonte: Elaborado pelo autor
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Através do Teste T Pareado, que comparou as taxas de clivagem, desenvolvimento
embriondrio e blastocisto entre os grupos de agitagdo e controle, verificou-se diferenca

significativa (p < 0,05) nas taxas de desenvolvimento embrionario e blastocisto (Tabela 3).

Tabela 3 — Resultados das taxas de clivagem, desenvolvimento embriondrio e
blastocisto obtidos nos grupos de agitacio MIV-CIV e controle em cada rotina de PIVE, e valor

de P encontrado na comparagao das taxas utilizando o Teste T Pareado.

Rotina Taxa de Clivagem Taxa Desenvolvimento Taxa Blastocisto
Controle Controle embrionario Controle controle
1 71.40% 15.00% 10.71%
2 77.00% 42.80% 13.64%
3 64.00% 54.50% 27.27%
4 61.00% 55.00% 19.00%
5 60.00% 100.00% 60.00%
6 73.00% 55.00% 40.00%
7 67.00% 60.00% 40.00%
8 47.00% 57.00% 27.00%
Rotina agitacdo MIV-CIV  Taxa Clivagem agitacdo  Taxa Desenvolvimento Taxa Blastocisto
embrionario agitacao agitacao
1 64.00% 6.25% 3.84%
2 65.00% 30.70% 18.18%
3 35.00% 40.80% 13.64%
4 60.00% 27.00% 13.00%
5 73.00% 37.00% 27.00%
6 67.00% 30.00% 20.00%
7 53.00% 63.00% 33.00%
8 67.00% 40.00% 27.00%
Valorde P 0.4330 0.0211 0.0448

Fonte: Elaborado pelo autor

As andlises estatisticas das comparagdes entre as taxas obtidas nos grupos de agitacdo e

controle também podem ser observadas pelos graficos da figura 6.
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Figura 6 — Graficos das comparagdes entre as taxas de clivagem (A), desenvolvimento
embrionario (B) e blastocisto (C) dos grupos controle e agitacdo durante os periodos de
maturacao in vitro e cultivo in vitro, sendo ns (non-significant) resultado nao significativo e *

(significant) resultado significativo.

4.2 Agitacao apenas durante o Cultivo embrionario

Os resultados obtidos em cada rotina de PIVE estio demonstrados nas tabelas 4

(Controle) e 5 (agitagdo apenas durante o CIV)

Tabela 4 — Numero de ovdcitos imaturos, zigotos, embrides clivados e blastocistos

obtidos nos grupos controle em cada rotina de PIVE.

Rotina controle Ovocitos Zigotos Clivados Bi BlL Bx Bn
imaturos
1 14 10 5 0 2 0 0
2 14 10 3 3 0 0 0
3 20 12 8 4 2 2 0
4 20 18 10 4 4 0 1
5 35 34 27 2 5 1 0
6 15 15 10 1 3 1 0
7 15 9 7 0 3 0 0
8 15 15 13 2 3 1 0
Legenda: Blastocisto inicial (Bi), blastocisto (BI), blastocisto expandido (Bx) e blastocisto em eclosdo
(Bn)

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 5 — Numero de ovocitos, zigotos, embrides clivados e blastocistos obtidos nos

grupos de agitacao durante o CIV em cada rotina de PIVE.
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Rotina agitacao Ovacitos Zigotos Clivados Bi BL Bx Bn
CIlv imaturos
1 14 14 9 2 1 1 0
2 14 13 6 1 1 1 0
3 20 19 12 4 2 0 0
4 20 19 9 3 2 0 0
5 35 31 21 5 2 0 0
6 15 12 8 2 2 0 0
7 15 14 10 0 2 0 0
8 15 12 8 1 1 1 0

Legenda: Blastocisto inicial (Bi), blastocisto (Bl), blastocisto expandido (Bx) e blastocisto em eclosdo
(Bn)

Fonte: Elaborado pelo autor

Através do Teste T Pareado, que comparou as taxas de clivagem, desenvolvimento
embriondrio e blastocisto entre os grupos de agitagdo e controle, verificou-se diferenca

significativa (p < 0,05) apenas na taxa de desenvolvimento embrionario (Tabela 6).

Tabela 6 — Resultados das taxas de clivagem, desenvolvimento embrionario e
blastocisto obtidos nos grupos de agitagao durante o CIV e controle em cada rotina de PIVE, e

valor de P encontrado na comparacdo das taxas utilizando o Teste T Pareado.

Rotina Taxa de Clivagem Taxa Desenvolvimento Taxa Blastocisto
Controle Controle embrionario Controle controle
1 50.00% 40.00% 14.29%
2 30.00% 100.00% 21.43%
3 58.00% 100.00% 40.00%
4 55.00% 80.00% 45.00%
S 79.00% 30.00% 23.00%
6 67.00% 50.00% 33.00%
7 78.00% 43.00% 20.00%
8 87.00% 46.00% 60.00%
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Rotina agitacao CIV Taxa Clivagem agitacao

Taxa Desenvolvimento

Taxa Blastocisto

embrionario agitacao agitacao
1 64.00% 44.00% 28.57%
2 46.00% 50.00% 21.47%
3 63.00% 50.00% 30.00%
4 47.00% 55.50% 25.00%
S 67.00% 33.00% 20.00%
6 67.00% 50.00% 27.00%
7 71.00% 20.00% 13.00%
8 67.00% 38.00% 20.00%

Valorde P 0.7467 0.0500 0.1536

Fonte: Elaborado pelo autor

As analises estatisticas das comparagdes entre as taxas obtidas nos grupos de agitagdo e

controle também podem ser analisadas pelos graficos da figura 7:
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Figura 7 — Gréficos das comparagdes entre as taxas de clivagem (A), desenvolvimento
embrionario (B) e blastocisto (C) dos grupos controle e agitagdo durante apenas o periodo de
cultivo in vitro, sendo ns (non-significant) resultado nao significativo e * (significant) resultado

significativo.
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5. DISCUSSAO

A produgdo in vitro de embrides configura uma das principais biotecnologias
reprodutivas presentes no mercado e que propicia o aproveitamento genético maximo de um
mesmo animal, sem a necessidade de aguardar o tempo reprodutivo natural dos individuos, de
modo a potencializar a produgdo em um intervalo reduzido. Ainda assim, a gama de novas
tecnologias que estdo sendo produzidas para aumentar a eficiéncia da PIVE demonstra a
relevancia desse tema e o amplo espago para aprimorar as limitagdes existentes atualmente.
Nesse sentido, este estudo buscou investigar o impacto da metodologia de agitagdo 3D lenta
por inclinagdo, por intermédio de um equipamento que pudesse ser acessivel e replicavel,
evitando grandes investimentos e protocolos complexos.

Ao analisar os resultados obtidos, ¢ possivel observar que a aplicagdo da agitacdo 3D
lenta por inclinagdo ndo teve impacto significativo nas taxas de clivagem em ambos os testes,
porém teve efeito negativo sobre o desenvolvimento embrionario e, no protocolo MIV-CIV,
também sobre a taxa de blastocistos. A auséncia de diferenga significativa nas taxas de
clivagem, associada a redu¢do no desempenho embrionario subsequente, sugere que os efeitos
prejudiciais da agitacdo se manifestam, principalmente, em estagios posteriores do
desenvolvimento inicial, quando a dependéncia do microambiente de cultivo se torna mais
critica.

A clivagem inicial ¢ um processo sustentado por fatores maternos acumulados
previamente a fecundagdo, como RNAs, proteinas regulatdrias e organelas funcionais. Estudos
indicam que essa etapa apresenta menor sensibilidade a variagdes ambientais moderadas, sendo
que alteracdes no microambiente tendem a se manifestar de forma mais evidente apds a ativagao
do genoma embrionario (LONERGAN; FAIR, 2016). Dessa forma, o fato de a agitacdo nao ter
interferido na clivagem tanto quando houve aplicagdo do estimulo mecéanico durante a
maturacao in vitro quanto quando a MIV foi executada de modo tradicional sugere que o
estimulo mecanico aplicado ndo comprometeu os mecanismos basicos e iniciais de divisao
celular.

Além disso, os ovocitos utilizados neste estudo foram selecionados segundo critérios de
avaliacdo previamente estudados (STOJKOVIC et al., 2001) e a capacidade fecundante do touro
também j& era comprovada, logo, ¢ plausivel afirmar que a competéncia inicial para divisao nao

tenha sido sensivel ao estimulo mecanico aplicado. Esses resultados reforgam que a avaliacao
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da taxa de clivagem, isoladamente, ndo ¢ um marcador de qualidade embrionaria global (RIZOS
et al., 2002).

Em contraste, o desenvolvimento embrionario do zigoto até blastocisto envolve
processos bioldgicos mais complexos e sensiveis, que incluem a ativacdo do genoma
embriondrio, a reorganizacdo metabdlica e o estabelecimento de padrdes epigenéticos
adequados (SWAILI; SHELLING, 2009). Em bovinos, a ativacdo gendmica ocorre no estagio
de 8 a 16 células, periodo no qual o embrido passa a depender de sua propria capacidade
transcricional (BRAUDE; BOLTON; MOORE, 1988). Nessa fase, alteragdes ainda que
pequenas no microambiente fisico podem desencadear respostas celulares adversas,
comprometendo a progressao ao estagio de blastocisto.

Além disso, os embrides antes da implantagao, enquanto estao em desenvolvimento, sdo
altamente sensiveis a estresses mecanicos. Pesquisas em mecanotransdugdo celular
demonstram que forgas fisicas continuas podem alterar a organizac¢ao do citoesqueleto, afetar
jungdes celulares e modificar a polarizagdo celular durante a compactacdo (DUFORT;
PASZEK; WEAVER, 2011). A formacdo adequada do blastocisto exige coordenagdo entre
massa celular interna e trofoectoderma, processo este que depende da estabilidade estrutural do
embrido. A movimentacdo constante pode ter interferido nessa organizagdo, resultando na
menor eficiéncia do desenvolvimento.

Adicionalmente, a exposi¢do continua ao estimulo mecanico desde a maturacao in vitro
(protocolo de agitacdo MIV-CIV) pode ter reduzido a competéncia intrinseca dos ovocitos,
gerando embrides aparentemente viaveis nas primeiras divisdes, porém metabolicamente
menos aptos a sustentar o desenvolvimento até o blastocisto. Estudos demonstram que a
exposicao do ovocito a condigdes adversas durante a MIV pode comprometer a formagao de
blastocistos, mesmo quando a taxa de clivagem inicial ndo € afetada, indicando que o impacto
do estresse bioldgico se manifesta principalmente em estagios posteriores do desenvolvimento
(GOMEZ-GUZMAN et al., 2024). Esse efeito acumulativo ressalta por que apenas o grupo
submetido a agitagdo durante todo o periodo MIV-CIV apresentou impacto significativo
também na taxa final de blastocistos.

Nesse sentido, apesar da vasta quantidade de estudos que utilizam sistemas dindmicos
para mimetizar o ambiente fisioldgico natural, os efeitos positivos relatados na literatura
dependem de parametros especificos de intensidade e frequéncia. Uma hipotese € que a
exposi¢do continua a agitacdo a 20 rpm aplicada neste estudo, pode ter representado um

estimulo mecanico superior ao limiar fisioldgico toleravel pelos embrides bovinos. Sistemas de
25



“rocking culture” ja foram avaliados anteriormente em bovinos com resultados variaveis
(VALDEZ et al., 1994), sugerindo que o beneficio do movimento depende de ajustes finos. O
uso de plataformas dinamicas deve considerar a velocidade, o intervalo e a intensidade do
estimulo, uma vez que o ambiente uterino natural envolve movimentos sutis € intermitentes.

Deve-se considerar, contudo, que este estudo avaliou apenas uma velocidade de agitacao
(20 rpm), sendo necessarios novos experimentos para determinar se frequéncias menores ou
regimes intermitentes poderiam gerar efeitos distintos.

Ademais, o cultivo tradicional, embora limitado, proporciona relativa estabilidade
fisico-quimica (MACIEL; MASQUIO; TEIXEIRA, 2025). Assim, a introdu¢do de movimento
continuo pode ter alterado gradientes locais de gases e metabdlitos, visto que distirbios na
metilacdo global e na estabilidade epigenética durante o desenvolvimento embrionario bovino
estdo associados a variagdes nas condi¢des de cultivo (MIMURA et al., 2023). Nesse contexto,
a agitacdo, embora lenta, pode ter sido suficiente para provocar alteracdes significativas e
comprometer o desenvolvimento.

Portanto, os resultados deste estudo indicam que, nas condi¢des testadas, a agitacdo 3D
lenta por inclinacdo exerceu efeito prejudicial sobre o desenvolvimento embrionario bovino,
sem impactar a clivagem inicial. Esse padrao reforca que etapas posteriores do desenvolvimento
sd0 mais sensiveis ao microambiente fisico ao qual os embrides sdo submetidos e que a
introducdo de estimulos mecanicos continuos pode comprometer processos metabolicos,
estruturais e epigenéticos essenciais para a formag¢ao do blastocisto. O uso da agitagdo continua
a 20 rpm pode ter imposto um estresse mecanico cronico, capaz de afetar o cultivo in vitro e o
desenvolvimento celular. Isto demonstra que a introducao de dinamismo fisico no CIV deve ser
cuidadosamente calibrada, considerando intensidade, frequéncia e tempo de exposi¢do, uma
vez que pequenas variagdes podem resultar em impacto bioldgico significativo.

Dessa forma, uma alternativa adicional para continuidade deste estudo e corre¢dao das
condigdes testadas para que o uso desta metodologia de baixo custo e fécil aplicagdo seja
benéfica a PIVE ¢ implementar o estimulo mecanico em regimes intercalados, isto €, programar
o agitador para funcionar de maneira intermitente durante um curto periodo de tempo ao longo
da etapa de cultivo in vitro. Assim, a movimentacdo seria controlada e os impactos fisicos e

bioldgicos sobre os embrides seriam mitigados.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que a agitagdao 3D lenta por inclinagdo, embora seja
uma alternativa promissora devido a simplicidade, baixo custo e facil aplicagdo, ainda requer
ajustes no estimulo mecanico empregado.

As taxas de clivagem ndo apresentaram diferengas significativas entre os protocolos,
indicando que o estimulo mecanico durante a maturacao in vitro nao interfere na quantidade
inicial de embrides produzidos. Contudo, o desenvolvimento embriondrio foi afetado
negativamente em ambos os regimes de agitacdo, evidenciando que o cultivo in vitro é uma
etapa mais sensivel e suscetivel a variagcdes do meio.

A redugdo significativa na taxa de blastocistos no protocolo com agitacdo continua
(MIV-CIV) sugere que a exposi¢do prolongada ao estimulo mecanico compromete a
viabilidade embrionéria, mesmo sem impactar as clivagens iniciais.

Dessa forma, apesar da proposta de mimetizar o ambiente fisioldogico ser
conceitualmente adequada, a estratégia necessita de refinamento. Desse modo, os resultados
reforcam a necessidade de novos estudos com diferentes regimes de agitacdo para validar a

agitacdo 3D lenta por inclinagdo como alternativa para otimizacao da PIVE.
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