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RESUMO

A produgao in vitro de embrides (PIVE) ¢ uma importante biotecnologia aplicada a reprodugao
bovina, ao promover maior ganho genético dos rebanhos. Na fertilizagao in vitro (FIV), o sémen
exerce papel fundamental e pode ser comprometido pela criopreservacio, devido ao aumento
do estresse oxidativo e aos danos celulares nos espermatozoides. Nesse contexto, antioxidantes
naturais t€m sido investigados como estratégia para preservar a funcionalidade espermatica e
melhorar o desenvolvimento embrionario. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar
os efeitos da adi¢do de diferentes concentragdes do extrato natural da casca da noz peca, com
potencial antioxidante (NP), ao s€émen bovino utilizado na FIV. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4 x 2, composto por quatro concentragdes de
extrato natural adicionadas ao sémen criopreservado (0%; 0,5%; 0,75% e 1%) e dois meios de
cultivo embriondrio (base e comercial). Foram realizadas oito coletas de odcitos provenientes
de ovarios de abatedouro, totalizando 2.191 complexos cumulus oocito (COCs), classificados
em GI (17,7%), GII (27,0%) e GIII (55,3%). Em cada coleta, os COCs foram distribuidos em
dois momentos experimentais (M1 e M2) e submetidos as etapas de maturacdo (MIV),
fertilizagdo e cultivo in vitro (CIV). Os COCs do M1 foram utilizados para avaliagdo da
fecundagdo 16 horas apos a FIV, por meio da anélise da formagdo de pré-nucleos, enquanto os
do M2 permaneceram em cultivo embriondrio até 168 horas pos FIV para avaliagdo do
desenvolvimento embrionario. A taxa de formacao de pré-nucleos variou entre 85,1% e 87,7%,
sem efeito significativo das concentragdes do extrato natural ou dos meios de cultivo (p>0,05).
Entretanto, observou-se redugdo significativa na taxa de clivagem e na producao de blastocistos
com o aumento da concentracao de NP, sendo que as taxas de clivagem foram de 80,6%, 76,6%,
70,0% e 56,9% para os grupos controle, 0,5%, 0,75% e 1% de NP, respectivamente (p<0,0001),
e a produgdo de blastocistos reduzida de 44,8% no grupo controle para 30,7%, 25,6% e 14,5%
nos grupos suplementados com 0,5%, 0,75% e 1% de NP (p<0,0001). Nao houve diferenca
entre os meios de cultivo (p>0,05), para a taxa média de clivagem (69,0% no meio base e 73,0%
no meio comercial), e produgcdo embrionaria de 27,3% e 30,5%, no meio base ¢ comercial,
respectivamente. Conclui-se que a adi¢do do NP ao sémen bovino nao interferiu nos eventos
iniciais da fecundacdo, porém ao se aumentar a concentragdo, especialmente a de 1%, houve
comprometimento significativo do desenvolvimento embriondrio, redugdo das taxas de

clivagem e de produgao de blastocistos.

Palavras-chave: antioxidante; sémen; o6cito; clivagem; FIV



ABSTRACT

In Vitro Embryo Production (IVEP) is an important biotechnology applied to bovine
reproduction, promoting greater genetic gain in cattle herds. In vitro fertilization (IVF) relies
heavily on semen quality, which may be compromised by cryopreservation due to increased
oxidative stress and cellular damage to spermatozoa. In this context, natural antioxidants have
been investigated as a strategy to preserve sperm functionality and improve embryonic
development. Therefore, the present study aimed to evaluate the effects of adding different
concentrations of a natural pecan nutshell extract with antioxidant potential (NP) to bovine
semen used for IVF. A completely randomized experimental design was adopted in a 4 x 2
factorial arrangement, consisting of four concentrations of natural extract added to
cryopreserved semen (0%, 0.5%, 0.75%, and 1.0%) and two embryo culture media (basal and
commercial). Eight oocyte collections were performed from slaughterhouse-derived ovaries,
totaling 2,191 cumulus—oocyte complexes (COCs), classified as Grade I (17.7%), Grade 11
(27.0%), and Grade II1 (55.3%). In each collection, COCs were allocated into two experimental
groups (M1 and M2) and subjected to in vitro maturation (IVM), fertilization, and embryo
culture procedures. COCs from M1 were used to assess fertilization 16 hours after IVF through
pronuclear formation analysis, whereas COCs from M2 remained in embryo culture until 168
hours post-IVF for evaluation of embryonic development. The pronuclear formation rate ranged
from 85.1% to 87.7%, with no significant effect of either NP concentration or culture medium
(p > 0.05). However, a significant reduction in cleavage rate and blastocyst production was
observed as NP concentration increased. Cleavage rates were 80.6%, 76.6%, 70.0%, and 56.9%
for the control, 0.5%, 0.75%, and 1.0% NP groups, respectively (p < 0.0001). Likewise,
blastocyst production decreased from 44.8% in the control group to 30.7%, 25.6%, and 14.5%
in the groups supplemented with 0.5%, 0.75%, and 1.0% NP, respectively (p < 0.0001). No
differences were detected between embryo culture media (p > 0.05), with average cleavage
rates of 69.0% and 73.0% and embryo production rates of 27.3% and 30.5% for the basal and
commercial media, respectively. In conclusion, supplementation of bovine semen with NP did
not affect the initial events of fertilization. However, increasing NP concentrations, particularly
at 1.0%, significantly impaired embryonic development, resulting in reduced cleavage rates and

lower blastocyst production.

Keywords: antioxidant; semen; oocyte; cleavage; IVF.
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1 INTRODUCAO

A producdo in vitro de embrides (PIVE) consolidou-se como uma das principais
biotecnologias aplicadas ao melhoramento genético bovino, permitindo a obtengao de embrides
em ambiente laboratorial a partir de gametas de elevado valor genético. No cenario mundial, o
Brasil destaca-se com grande avanco na PIVE, evidenciando a expansdo e a importancia
estratégica da técnica para sistemas de producdo de bovinos de corte e leite (Viana et al., 2018;
Monteiro et al., 2020; Khan et al., 2021). Além de ampliar a dissemina¢ao de material genético
superior, a PIVE possibilita a otimizagao do uso do sémen, permitindo a produgao de multiplos
embrides a partir de uma unica palheta e o emprego de diferentes reprodutores para uma mesma
doadora (Viana et al., 2018).

Dentro desse contexto, a qualidade do sémen constitui um dos principais determinantes
do sucesso da fertilizacdao in vitro (FIV) e, consequentemente, da eficiéncia da PIVE. A
integridade estrutural e funcional dos espermatozoides influencia diretamente os eventos
essenciais da fecundacdo, como capacitacdo espermatica, reagdo acrossdmica, fusdo com o
odcito, ativagao oocitaria e formagao adequada dos pronucleos, refletindo na taxa de clivagem
e no desenvolvimento até blastocisto (Castiglioni et al., 2021; Amaral et al., 2022). Assim,
alteragdes na membrana plasmatica, na atividade mitocondrial ou na integridade do DNA dos
espermatozdides podem comprometer a competéncia fecundante e limitar o potencial
embriondrio (Castiglioni et al., 2021).

A criopreservacao seminal, embora fundamental para viabilizar o armazenamento e a
difusdo do material genético, estd associada a importantes alteragdes celulares. Durante os
processos de refrigeracdo, congelacao e descongelacdo, ocorrem modificagdes na fluidez da
membrana, danos mitocondriais e fragmentagdo do DNA espermatico, frequentemente
relacionados ao aumento da producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Aitken; Drevet,
2020; Silva, et al., 2020). O desequilibrio redox pds-descongelacdo pode comprometer a
fertilizagdo in vitro e reduzir as taxas de clivagem e formagao de blastocistos, impactando
diretamente os resultados da PIVE (Yanez-Ortiz et al., 2021; De Oliveira et al., 2023).

Durante as etapas da PIVE, outros fatores também contribuem para o aumento do
estresse oxidativo, como elevada tensao de oxigénio, variagdoes de temperatura € exposicao a
luz. Estudos demonstraram que o controle rigoroso das condi¢des de cultivo, especialmente a
reducdo da concentragdo de oxigénio, favorece a manuten¢do do equilibrio redox e melhora a

qualidade embriondria em bovinos (Soto-Heras; Paramio, 2020). Embora as células gaméticas
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possuam sistemas antioxidantes endogenos, incluindo superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPX), esses mecanismos podem ser insuficientes frente ao
estresse oxidativo imposto pelas condigdes in vitro (Aitken; Drevet, 2020; Keane; Ealy, 2024).

Nesse cendrio, a suplementacdo antioxidante surgiu como estratégia promissora para
minimizar os efeitos deletérios das EROs. A adi¢ao de antioxidantes aos diluentes seminais e
aos meios de cultivo in vitro (CIV) visa preservar a integridade das membranas, proteger o
DNA espermatico e estabilizar a fungcdo mitocondrial, promovendo maior viabilidade celular
durante a fertiliza¢do e o cultivo embrionario in vitro (Yanez-Ortiz et al., 2021; Ribeiro et al.,
2022; De Oliveira et al., 2023). Compostos bioativos de origem vegetal, presentes em extratos
naturais, apresentam propriedades antioxidantes capazes de neutralizar EROs e reduzir a
peroxidacgdo lipidica, configurando alternativa complementar as abordagens convencionais
(Guemra et al., 2013; Soto-Heras; Paramio, 2020).

A exemplo de bioativos em extratos naturais, a Carya illinoensis (nogueira-peca)
destaca-se pelo elevado conteudo de acidos graxos monoinsaturados presentes nas nozes € na
casca, além de expressivo potencial antioxidante associado a elevada concentracdo de
compostos fendlicos, flavonoides e taninos condensados (Vieira et al., 2020). Estudos
fitoquimicos demonstraram que subprodutos da noz-pecd, especialmente na casca,
apresentaram atividade antioxidante superior a do fruto, em fungdo da maior densidade de
polifendis totais, capazes de atuar na neutralizacdo de EROs e na inibi¢do da peroxidacao
lipidica (amaral et al 2019; Cason et al., 2021; Villasante et al., 2022).

A aplicacdo biologica do extrato aquoso da casca de noz-peca tem sido investigada por
Benvegnu et al. (2010), ao demonstrarem efeito citoprotetor significativo em ratos submetidos
a protocolos quimioterapicos, reduzindo marcadores de estresse oxidativo sist€émico e danos
celulares induzidos por EROs. Estudos posteriores reforgaram esses achados, indicando que os
efeitos antioxidantes do extrato estdo diretamente relacionados a sua composigao fenolica, com
destaque para o acido galico como um dos principais metabolitos bioativos (Benvegnu et al.,
2013; Hilbig et al., 2018; Vieira et al., 2020).

No estudo realizado por Vieira et al. (2020), foi demonstrado que a atividade
antioxidante e o teor de compostos fendlicos totais, incluindo o acido galico, sdo diretamente
influenciados pelas condig¢des de extracao, especialmente pelo pH e pelo uso de enzimas. Os
autores observaram que o maior rendimento de compostos fendlicos ocorreu em pH 6,0,
evidenciando que pequenas variagdes nas condicdes do processo podem alterar

significativamente a composi¢do do extrato obtido. Esse achado ¢ particularmente relevante,
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pois indica que o extrato natural ndo apresenta composi¢do fixa, podendo conter diferentes
concentragdes e combinacdes de moléculas bioativas, dependendo do método empregado.

Nesse contexto, o acido galico (GA - acido 3,4,5-trihidroxibenzoico) ¢ um polifenol
amplamente distribuido em matrizes vegetais, como sementes de uva, morangos, roma, cha
verde, nozes e leguminosas, sendo reconhecido por sua elevada capacidade de sequestro de
EROs (De La Rosa et al., 2014). Além de sua agdo antioxidante, o GA apresenta propriedades
antimicrobianas, antifingicas, antivirais e anti-inflamatorias, o que amplia seu interesse em
aplicacoes biomédicas e biotecnoldgicas (Do Prado et al., 2014).

Do ponto de vista funcional, a atividade biologica do GA esta relacionada a presenca de
multiplos grupamentos hidroxila em sua estrutura quimica, que favorecem a doacao de elétrons
e hidrogénios, estabilizando EROs e interrompendo reacdes em cadeia de oxidagdo.
Adicionalmente, a formagdo de ésteres derivados do GA potencializa sua capacidade de
atravessar membranas bioldgicas e de proteger lipidios, proteinas e acidos nucleicos contra
danos oxidativos (Badhani; Sharma; Kakkar, 2015). Por essas caracteristicas, o extrato da casca
de noz peca ricos em GA tem sido amplamente explorado como componente funcional em
formulacdes farmacéuticas, nutracéuticas e, mais recentemente, como antioxidante natural
promissor em sistemas bioldgicos sensiveis ao estresse oxidativo, incluindo células
germinativas e processos de criopreservagao.

Paralelamente, o avanco das técnicas de avaliagdo seminal, como o CASA (Computer
Assisted Sperm Analysis), permitiu maior precisdo na analise da motilidade, cinética e
concentragdo espermatica, contribuindo para a padronizagdo dos estudos que avaliam o impacto
de antioxidantes sobre a qualidade seminal (Amann; Waberski, 2014). Essas ferramentas sao
fundamentais para correlacionar parametros espermaticos com os resultados obtidos na FIV e
no desenvolvimento embrionario.

Considerando a relevancia do equilibrio redox para a funcionalidade espermatica e para
o sucesso da PIVE, a avaliacdo da adicdo de antioxidantes ao s€émen apresenta elevada
importancia cientifica e aplicada, objetiva-se com esse estudo, avaliar a PIVE em bovinos
utilizando sémen acrescido de diferentes concentragdes de um extrato da casca de noz peca
(NP), em dois diferentes meios de cultivo, investigando seus efeitos sobre a fertilizagao in vitro,

taxa de clivagem, desenvolvimento embrionario e contagem de células embriondrias.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FISIOLOGIA E CARACTERISTICAS DO SEMEN BOVINO

O sémen bovino consiste em um fluido bioldgico altamente especializado, composto
por células gaméticas masculinas (espermatozoides) suspensos em meio liquido (plasma
seminal), que mantém a viabilidade e funcionalidade espermatica, atuando na prote¢ao contra
variagdes osmoticas, no fornecimento de substratos energéticos, na modulacdo do ambiente e
na regulacdo dos eventos fisioldgicos envolvidos na capacitagcdo espermatica e no transporte
dos gametas até o local de fertiliza¢ao no trato reprodutivo da fémea (Amann; Waberski, 2014;
Torralvo et al., 2025).

Em bovinos puberes, o ejaculado caracteriza-se por apresentar volume variando, em
média, entre 5 ¢ 8 mL, e concentragao espermatica elevada, frequentemente superior a 800
milhdes de espermatozoides por mL, resultando em ejaculados que podem conter bilhdes de
células espermaticas (Amann; Waberski, 2014). Essa elevada concentragdo constitui uma
caracteristica de grande relevancia zootécnica, pois favorece a ampla utilizagdo do sémen
bovino em protocolos de diluicdo, criopreservacao, inseminagao artificial e PIVE, permitindo
a producao de grande niimero de doses inseminantes por ejaculado, sem prejuizo a eficiéncia
reprodutiva (Watson, 2000).

O sémen bovino apresenta ainda particularidades fisiologicas que conferem maior
resisténcia aos processos de criopreservacao quando comparado a outras espécies, como 0s
equinos (Emerick et al., 2011). Em condi¢des normais, os espermatozoides bovinos apresentam
motilidade progressiva superior a 60-70% e pH seminal neutro a levemente alcalino. Em
contraste, quando se trata de composic¢ao lipidica da membrana plasmatica, ¢ caracterizada por
teor de acidos graxos poli-insaturados, que aumentam a susceptibilidade ao estresse oxidativo
e ao choque térmico durante a descongelagao (Emerick et al., 2011; Aitken; Drevet, 2020).

Os espermatozoides dos mamiferos possuem uma organizagdo estrutural bem
delimitada, composta essencialmente pela cabega e cauda, sendo a ultima subdividida em peca
intermediaria e flagelo (John et al., 2007; Torralvo et al., 2025). A cabeca do espermatozoide
bovino apresenta formato oval e achatado, aonde encontra-se o nucleo celular, que contém o
acido desoxirribonucleico (DNA) altamente compactado, devido a associacdo do DNA com
proteinas basicas especificas, denominadas protaminas espermaticas, formando uma cromatina

altamente condensada, condi¢do essencial para a prote¢do do material genético durante o
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transporte e para o adequado desenvolvimento embriondrio pos-fertilizagdo (Simdes et al.,
2014).

A correta organizagdo da cromatina espermatica estd diretamente relacionada a
fertilidade, influenciando a taxa de concep¢do, o desenvolvimento embriondrio inicial e a
eficiéncia das biotecnologias reprodutivas, como a inseminacao artificial e a PIVE (Simdes et
al., 2014; Aitken; Drevet, 2020). Alteracdes na compactacao da cromatina podem comprometer
a integridade do DNA espermatico, refletindo negativamente na competéncia embrionaria € na
qualidade dos blastocistos produzidos in vitro (Simdes et al., 2014).

A cauda do espermatozoide ¢ uma estrutura altamente especializada para a motilidade
e pode ser dividida funcionalmente em regides distintas. A peca intermediaria envolve o
axonema central por meio de uma bainha helicoidal de mitocondrias, responsaveis pela
producdo de adenosina trifosfato (ATP), fornecendo energia para o batimento flagelar e
contribuindo para a estabilidade estrutural do flagelo (Diaz-Miranda et al., 2018). O flagelo ¢
fundamental para a propulsdo progressiva do gameta, sendo composto por uma bainha fibrosa
externa que confere elasticidade e resisténcia mecanica, além de abrigar proteinas motoras,
como a dineina, responsaveis pelo deslizamento microtubular e pelo movimento ondulatorio

caracteristico do espermatozoide (John et al., 2007; Diaz-Miranda et al., 2018).
2.2 UTILIZACAO DE SEMEN CRIOPRESERVADO NA PIVE

A importancia da qualidade do sémen utilizado no processo comercial da PIVE ¢ um
aspecto de muita importancia na viabilidade e sucesso da técnica. Existendo apenas uma
significativa diferencga entre touros nas taxas de clivagem e de blastocistos viaveis no final da
producdo embriondria, mas também na taxa de gestacdo no processo final da PIVE
(O’Callaghan et al., 2021).

A capacitacdo espermatica € a reagdo acrossdmica constituem eventos centrais para a
fertilizacdo em bovinos, representando uma sequéncia altamente coordenada de modificagdes
fisiologicas, bioquimicas e moleculares que ocorrem apos a ejaculagdo e que, in vitro, precisam
ser cuidadosamente mimetizadas para garantir o sucesso da fertilizagdo in vitro na PIVE
(Signorelli; Diaz; Morales, 2012; Celeghini et al., 2023; Ferreira L. D. et al., 2023).

O espermatozoide ejaculado, embora morfologicamente completo, ¢ funcionalmente
incapaz de fertilizar o odcito, necessitando passar por um processo de maturacdo funcional

denominado capacita¢do, que o torna competente para reconhecer a zona peltcida, desenvolver
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motilidade hiperativada e responder aos estimulos que desencadeiam a reagdo acrossdmica
(Parrish, 2014; Salvador; Nogueira; Salvador, 2019; Ferreira L. D. et al., 2023). Ickowicz et al.
(2012) relataram que a capacitagdo ocorre em duas fases, sendo uma fase rapida, que envolve
a ativagao dos flagelos para um movimento vigoroso e assimétrico, € uma fase lenta, que inclui
mudangas nos padroes de movimento dos espermatozoides, chamadas de hiperativacao.

Em bovinos, a capacitacdo in vitro ¢ induzida por meios de cultivo de fertilizagdo in
vitro contendo bicarbonato (HCOs"), célcio (Ca**), albumina sérica bovina (BSA) e heparina
(que atua como um analogo funcional dos glicosaminoglicanos presentes no trato reprodutivo
feminino) (Parrish, 2014; Celeghini et al., 2023).

De modo geral, quando o sémen bovino ¢ submetido a criopreservagao,
independentemente do tipo de diluente empregado, ocorrem alteracdes estruturais e funcionais
relevantes na membrana plasmatica do espermatozoide, com impacto direto sobre a dindmica
das proteinas do plasma seminal e sobre o processo de capacitacdo in vitro. Durante as etapas
de diluigdo, resfriamento e congelacdo, as proteinas ligadoras de espermatozoides (Binder of
Sperm Proteins — BSPs), originalmente adsorvidas a membrana plasmatica apos a ejaculacao,
passam a interagir com os componentes do diluente crioprotetor, o que resulta em remog¢ao
parcial, redistribuicdo ou alteracdo de sua afinidade pela membrana espermatica. Esse
fenomeno compromete o papel regulador das BSPs sobre o efluxo controlado de colesterol,
favorecendo alteragdes precoces na composi¢cdo lipidica da membrana, frequentemente
descritas como capacitation-like changes induzidas pela criopreservacdo (Amann; Pickett,
1987; Cunha et al., 2019).

Além disso, a criopreservacao impoe intenso estresse térmico, osmotico e oxidativo,
promovendo reorganizacdo da bicamada lipidica, transi¢des de fase dos fosfolipidios e
redistribuicdo do colesterol de membrana. Os crioprotetores presentes nos diluentes, sejam de
origem animal ou vegetal, interagem com os lipidios de membrana, com o objetivo de
estabilizar a célula durante a congelagdo; contudo, essa estabilizacao modifica a fluidez basal
da membrana apos a descongelacao. Como consequéncia, os espermatozoides descongelados
apresentam membrana plasmatica estruturalmente diferente daquela observada no sémen
fresco, com alteracdes nos microdominios lipidicos e na organizacgao de proteinas associadas a
sinalizagdo e a fusogenicidade, fatores criticos para a progressao fisiologica da capacitagao
(Watson, 2000; Flesch; Gadella, 2000; Silva; Gadella, 2006).

Apos a descongelagdo e incubagdo em meio de cultivo de fertilizagdo in vitro (FIV), os

espermatozoides criopreservados dependem fortemente da ag¢do de componentes como
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albumina, bicarbonato e calcio para restaurar a fluidez de membrana e reestabelecer a
sinalizagdo intracelular tipica da capacitagdao. Entretanto, devido as modifica¢des induzidas
previamente pela criopreservagdo, esse processo tende a ocorrer de forma mais acelerada e
menos sincronizada quando comparado ao sémen fresco, aumentando a susceptibilidade a
capacitacdo prematura e a reacao acrossomica antecipada (Liu; Foote; Brockett, 1998; Cunha
et al., 2019).

Em nivel molecular, o bicarbonato exerce papel central como sinalizador intracelular da
capacitacdo in vitro, € ndo apenas como agente tamponante do meio. A entrada de HCOs™ no
espermatozoide ativa diretamente a Adenil ciclase soluvel (sAC/ADCY10), promovendo
aumento das concentracdes intracelulares de AMP ciclico (cAMP) e consequente ativagao da
proteina quinase A (PKA). A ativacao da via cAMP/PKA desencadeia fosforilagdes iniciais em
residuos de serina e treonina e estimula vias secundarias envolvendo tirosino-quinases, como
SRC e PI3K, culminando no aumento progressivo da fosforilagdo em tirosina de proteinas
localizadas principalmente no flagelo e na regido pos-acrossomal. Em sistemas de capacitagao
e FIV, a presenca de bicarbonato ¢ indispensavel para a aquisicao da motilidade hiperativada e
da competéncia fertilizante, uma vez que o controle isolado do pH, na auséncia de HCOs",
resulta em ativagdo incompleta dessas vias de sinalizacdo (Esposito et al., 2004; Naz; Rajesh,
2004).

O aumento do pH intracelular, associado a entrada de bicarbonato, favorece a ativacao
de canais i0nicos sensiveis ao pH e a voltagem, entre os quais se destaca o canal CatSper,
considerado a principal via de entrada de Ca*" no flagelo dos espermatozoides de mamiferos.
A elevagdo do Ca?* flagelar, em conjunto com a ativagao de vias dependentes de PKA e
CaMKII, promove a transicdo da motilidade progressiva para a motilidade hiperativada,
caracterizada por batimentos assimétricos e de maior amplitude, essenciais para a penetragao
das camadas do cumulus oophorus e da zona pelicida (Cruz et al., 2014; Bernhardt et al., 2018).

ApOs a capacitacdo in vitro, o espermatozoide bovino atinge um estado funcional
altamente responsivo aos estimulos do sistema de fertilizagdo in vitro, sem que ocorra
prematuramente a reacdo acrossomica. Nesse estado, as proteinas envolvidas na exocitose
acrossomal encontram-se organizadas entre a membrana plasmatica do segmento apical e a
membrana acrossomal externa, enquanto o remodelamento lipidico aumenta a fusogenicidade
das membranas, mantendo, contudo, a integridade do acrossoma. A reagdo acrossOmica
permanece inibida até que o espermatozoide seja exposto a indutores adequados no ambiente

in vitro, como componentes da zona pelicida ou sinais do cumulus. Em contrapartida,
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condigdes in vitro excessivamente intensas, como concentracdes elevadas de heparina, tempo
prolongado de incubagdo ou desequilibrios redox, podem antecipar esse evento,
comprometendo a viabilidade espermatica e reduzindo a eficiéncia da fertilizagdo in vitro
(Ferreira W. et al., 2001; Gualtieri et al., 2021).

A reagdo acrossOmica in vitro constitui o evento terminal da maturagao in vitro (MIV)
funcional do espermatozoide e corresponde a um processo de exocitose regulada altamente
especializado, caracterizado por multiplos pontos de fusdo entre a membrana plasmatica do
segmento apical e a membrana acrossomal externa. Esse processo resulta na reorganizagdo
dessas membranas e na liberagdo controlada do contetido enzimatico do acrossoma, incluindo
proteases, como a acrosina, essenciais para a digestao localizada da zona peltcida utilizada nos
sistemas de fertilizacao in vitro (Parrish, 2014; Georgadaki et al., 2016).

O aumento abrupto e localizado da concentracdo intracelular de Ca®" constitui o
principal gatilho molecular da reag@o acrossomica, decorrente do influxo de Ca?* por canais de
membrana ¢ da mobilizacdo de estoques intracelulares localizados no acrossomo, sendo
potencializado pela exposi¢cdo a indutores especificos, como proteinas da zona peltcida e
progesterona adicionada ao meio de fertilizacdo in vitro, com efeitos dependentes da
concentragdo e das condigdes experimentais (Sengupta et al., 2024; Yang et al., 2024).

Apo6s a fecundacdo, a formacdo dos pro-nacleos constitui um marco essencial da
ativagdo oocitaria zigoto. Esse processo inicia-se com a entrada do espermatozoide ¢ a liberagao
da fosfolipase C zeta (PLCC), que desencadeia oscilagdes de Ca?* intracelular responsaveis pela
inativagdo do MPF (fator promotor da maturacio) e da via MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinase), permitindo a conclusdo da meiose II e a extrusdo do segundo corpusculo polar
(Saunders et al., 2002). Em seguida, ocorre a descondensagdo da cromatina espermatica,
substituicdo das protaminas por histonas e formagdo do pro-nicleo masculino, enquanto o pro-
nucleo feminino se organiza a partir do material genético materno remanescente. Tendo em
vista que precisa existir uma sincronia entre esses eventos sendo fundamental para o
desenvolvimento embrionario, previnindo alteragdes na dinamica de formagao dos pro-ntcleos,
como a presenca de apenas um pro-ntcleo (1PN) ou auséncia de pré-nucleos (OPN), os quais
estdo frequentemente associadas a ativagdo partenogenética, falhas na descondensacao
espermatica ou assincronia na fusdo dos genomas, resultando em menor competéncia

embrionaria e reducdo nas taxas de clivagem e formacao de blastocistos (Walters et al., 2006)
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2.3 MATURACAO OOCITARIA E ATIVACAO CELULAR NA PIVE BOVINA

Na PIVE em bovinos, a competéncia do odcito representa o principal determinante
do sucesso da fecundagdo e do desenvolvimento embrionario inicial. Essa competéncia
resulta da integragdo funcional entre maturacdo nuclear ¢ maturagdo citoplasmatica,
processos rigidamente coordenados in vivo, mas que podem apresentar dissociacdo no
ambiente in vitro (De Oliveira. F et al., 2025). A maturacdo nuclear corresponde a retomada
da meiose a partir da profase I, culminando na metafase II (MII), enquanto a maturagdo
citoplasmatica envolve um conjunto complexo de eventos celulares indispensaveis para a
aquisicdo da capacidade de ativagdo pds-fecundagdo e para o suporte do desenvolvimento
embriondrio precoce (Gottardi; Mingoti, 2009).

Do ponto de vista celular, a maturagdo citoplasmatica compreende a redistribui¢ao
e reorganizacdo funcional das mitocondrias, assegurando adequada producao de ATP e
controle do estado redox; a reorganizacdo do reticulo endoplasmatico, essencial para a
dinamica dos estoques intracelulares de Ca**, processamento e estabilidade de RNAm e
proteinas maternas, além da remodelagdo do citoesqueleto de actina e microtubulos,
fundamental para o posicionamento correto do fuso meiodtico e para a extrusdo do
corpusculo polar (Swann et al., 2006; Burla, 2017; Valencia et al., 2023). Esses eventos sao
fortemente dependentes da comunicagdo bidirecional entre o odcito e as células do
cumulus, mediada por jungdes comunicantes que permitem o transito de metabolitos,
aminoacidos, nucleotideos e segundos mensageiros, especialmente o AMPc (Burla 2017,
Otero et al., 2017).

No nivel molecular, a progressdao meiotica ¢ regulada principalmente pelo MPF,
constituido pelo complexo CDK1—ciclina B. A ativagao do MPF desencadeia a ruptura da
vesicula germinativa (GVBD), sustenta a progressao até a metafase I e mantém o odcito
bloqueado em MII até que ocorra o estimulo de ativa¢ao proporcionado pela fecundagao
(Fan et al., 2009; Marques et al., 2011). A via MAPK/ERK1/2 (Mitogen-Activated Protein
Kinase / Extracellular Signal-Regulated Kinase 1/2), ativada pela quinase codificada pelo
proto-oncogene c-MOS, desempenha papel fundamental na organizagdo e estabilidade do
fuso meiodtico, bem como na manutencao do bloqueio em MII. A inativacao coordenada do
MPF e da via MAPK. desencadeada pelo aumento transitério de Ca?* intracelular apods a
fecundagdo, ¢ indispensavel para a retomada e conclusdo da meiose, formagdo dos pro-

nucleos e transi¢do do oocito ao estado zigotico (He et al., 2021; Uzun et al., 2021).
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Nos sistemas in vitro, alteragdes na tensdo de oxigénio, osmolaridade,
disponibilidade de fontes energéticas podem antecipar a ativacdo do MPF e acelerar a
retomada meiodtica sem que o oocito complete adequadamente seu preparo citoplasmatico.
Sendo frequentemente visto como uma aceleracdo da maturagdo in vitro, compromete a
qualidade embrionaria e reflete em menores taxas de clivagem, blastocistos de menor
qualidade morfologica e alteragdes nos perfis de expressao génica durante o periodo critico
da ativagao do genoma embrionario (Dos Santos et al., 2002, Guemra et al., 2013).

Estratégias de modulagdo da maturagdo oocitaria, como a elevagao transitoria dos
niveis intracelulares de AMPc, tém sido exploradas com o objetivo de prolongar a
comunicagdo cumulus—ooOcito e favorecer a sincronizacao entre maturacdo nuclear e
citoplasmatica. Estudos em bovinos demonstraram que protocolos bem delineados podem
melhorar a competéncia embrionaria e a qualidade de blastocistos, embora os efeitos foram
dependentes do diametro oocitario, da qualidade do COCs e da duragdo do tratamento
(Guemra et al., 2013; Burla; 2017).

Assim, a matura¢do oocitaria na PIVE bovina deve ser compreendida como um
processo altamente regulado, no qual eventos nucleares, citoplasmaticos e moleculares
precisam ocorrer de forma harmoniosa. A simples obtencdo de odcitos em MII nao ¢
indicativa de competéncia embriondria; o sucesso da PIVE depende fundamentalmente da
preservagdo da fisiologia celular do odcito e da adequada mimetiza¢do in vitro,
comprovadas pelas condi¢des que sustentam a maturacao funcional observada in vivo (Dos

Santos et al., 2002).
1.1 PEROXIDACAO LIPIDICA E ANTIOXIDANTES

Os espermatozoides bovinos apresentam elevada susceptibilidade ao estresse oxidativo
em fun¢do de suas caracteristicas morfofuncionais altamente especializadas. Esses gametas
possuem reduzido volume citoplasmatico, o que limita de forma significativa a presenca de
sistemas antioxidantes endogenos, além de membranas plasmaticas e mitocondriais ricas em
acidos graxos poli-insaturados, como o 4cido docosahexaenoico (DHA), fundamentais para a
fluidez e funcionalidade da membrana, porém extremamente vulneraveis a peroxidagdo
lipidica. Nesse contexto, o equilibrio redox definido pela relagao dindmica entre a producao de
EROs e a capacidade antioxidante celular ¢ determinante para a manutengdo da viabilidade,

motilidade e capacidade fecundante do sémen bovino (Aitken; Drevet, 2020).
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As EROs, incluindo o anion superoxido (O:-), o perdxido de hidrogénio (H20:) e o
radical hidroxila (OH), sdo produzidas fisiologicamente pelos espermatozoides, principalmente
como subprodutos do metabolismo mitocondrial durante a fosforilacdo oxidativa, bem como
pela atividade de enzimas como as NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
reduzida) oxidases localizadas na membrana plasmatica. Em concentragdes controladas, essas
espécies exercem papel essencial como moléculas sinalizadoras envolvidas em eventos-chave
da fisiologia espermatica, como a capacitacdo, a hiperativacdo e a reacdo acrossomal. No
entanto, quando ocorre um desequilibrio redox com producdo excessiva de EROs, instala-se o
estresse oxidativo, culminando em alteracdes estruturais e funcionais que comprometem
severamente a fertilidade do macho (Folchini et al., 2012).

A peroxidagdo lipidica constitui um dos principais mecanismos pelos quais o estresse
oxidativo exerce seus efeitos deletérios sobre os espermatozoides bovinos. Esse processo €
iniciado quando EROs altamente reativas, especialmente o radical hidroxila, atacam os 4cidos
graxos poli-insaturados das membranas celulares, promovendo a abstracdo de atomos de
hidrogénio e a formagdo de radicais lipidicos. Esses radicais reagem rapidamente com o
oxigénio molecular, originando radicais peroxila (ROO), que propagam reagdes em cadeia ao
longo da bicamada lipidica. Como resultado, sdo gerados produtos secundérios altamente
citotoxicos, como o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal, os quais alteram a fluidez, a
permeabilidade e a integridade das membranas, prejudicando o transporte idnico, a estabilidade
mitocondrial e a capacidade de fusdo espermatozoide—oocito (Walters et al., 2018).

A criopreservacdo do sémen bovino, amplamente empregada em programas PIVE,
intensifica de maneira expressiva a geragao de EROs e os processos de peroxidacao lipidica.
Durante as etapas de refrigeracdo, congelacdo e descongelacdo, os espermatozoides sao
submetidos a estresse térmico, osmotico e mecanico, que promovem desorganizagao da barreira
lipidica das membranas e disfungdes mitocondriais. O momento mais critico € a descongelacao,
pois estd associado a um aumento abrupto da produg¢ao de EROs, amplificando a peroxidacao
lipidica, a perda da integridade de membrana e a reducdo da viabilidade e motilidade
espermatica (Junior; Siqueira, 2025).

Diante desse cendrio, a suplementacdo de diluentes seminais com antioxidantes tem sido
amplamente investigada como estratégia para mitigar os efeitos deletérios do estresse oxidativo,
como por exemplo a peroxidagdo lipidica. A eficacia desses compostos depende diretamente
de sua capacidade de atuar em diferentes compartimentos celulares, neutralizando EROs antes

que iniciem ou propaguem reacdes oxidativas nas membranas lipidicas. Entretanto, a literatura
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ressalta que a concentragado utilizada ¢ fator critico, uma vez que concentragoes excessivas de
antioxidantes podem exercer efeito pré-oxidante ou interferir negativamente nos processos
fisiologicos dependentes de EROs, como a capacitagdo espermatica (Pintus; Ros-Santaella,
2021).

Entre os antioxidantes sintéticos mais estudados em bovinos destacam-se a glutationa
reduzida (GSH), a vitamina C e o Trolox, um anéalogo hidrossoltvel da vitamina E. A GSH
desempenha papel central na detoxificacdo de perdxidos e na manutencao do estado redox
intracelular, além de proteger grupos sulfidrila (SH) de proteinas estruturais e funcionais do
espermatozoide. A vitamina C atua predominantemente no meio aquoso, neutralizando EROs
antes que atinjam as membranas, enquanto o Trolox interrompe diretamente as reacdes em
cadeia da peroxidacao lipidica na bicamada lipidica. Estudos demonstraram que a utilizagdo
adequada desses antioxidantes pode melhorar a integridade de membrana, o potencial
mitocondrial e reduzir a fragmentagdo de DNA em sémen bovino pds-descongelagdo (Duarte
Junior et al., 2016; De Oliveira et al., 2024).

Nos ultimos anos, antioxidantes naturais t€ém ganhado destaque devido a sua agdo
multifuncional e menor risco de efeitos pro-oxidantes. Compostos como a melatonina, o
resveratrol, a quercetina, a carnosina e o composto fendlico hidroxitirosol (HT), apresentam
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e estabilizadoras de membrana (Duarte Junior et
al., 2016; Balbi et al., 2025). A melatonina, além de atuar como sequestradora direta de EROs,
exerce efeito protetor sobre a mitocondria, reduzindo a apoptose espermatica e preservando a
motilidade e a integridade do DNA (Duarte Junior et al., 2016; Gutiérrez-Afiez et al., 2021;
Assuncao et al., 2021). O resveratrol e a quercetina estao associados a reducao da peroxidagao
lipidica e a manutencao da funcionalidade mitocondrial, enquanto a carnosina se destaca por
neutralizar aldeidos reativos derivados da peroxidagdo lipidica, prevenindo a carbonilacio
proteica. Além disso, o equilibrio redox ¢ determinante também na eficiéncia da PIVE, uma
vez que ambientes in vitro apresentam maior tensao de oxigénio e menor protecdo antioxidante,
favorecendo o acimulo de EROs e comprometendo a competéncia oocitaria, a fecundagao e o
desenvolvimento embrionario inicial (Silva et al., 2020; Assuncao et al., 2021; Deluao et al.,
2022).

Outro extrato natural que vem sendo testado no s€émen € o extrato da casca de noz peca,
tendo potencial de melhora, na motilidade e vigor esperma em sémen resfrigerado (Silva et al.,
2023) . O extrato natural de NP apresenta elevado potencial antioxidante devido a presenga de

compostos fenolicos, taninos condensados e 4cido gélico, substancias reconhecidas por sua
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capacidade de neutralizar EROs e reduzir danos celulares provocados pelo estresse oxidativo
(Amaral et al., 2019). Esse extrato ¢ obtido a partir da casca de Carya illinoensis (noz-peca), o
qual possui alta concentracdo de compostos bioativos com propriedades antioxidantes. Entre
seus constituintes, destaca-se o acido galico (acido 3,4,5-tri-hidroxibenzoico), considerado um
dos principais responsaveis pela atividade antioxidante do extrato, atuando na redu¢ao de EROs
e na protecao das estruturas celulares contra processos oxidativos (Benvegnu et al., 2013).
Além disso, estudos tém investigado o comportamento da célula espermatica com
diferentes concentracdes do extrato no sémen congelado e também aplicagdo desse extrato em
biotecnologias reprodutivas, como na IATF, por meio da adi¢do de concentra¢des baixas do
composto ao s€émen bovino resfriado, obtendo resultados similares a s€émen provenientes de
centrais de coletas. Nesse contexto, o sémen diluido com extrato natural antioxidante foi
utilizado para inseminar vacas submetidas a protocolo de IATF, demonstrando que a inclusdo
do composto pode ser empregada sem comprometer a viabilidade espermatica e permitindo sua
utilizagdo em programas reprodutivos para avaliagao de taxas de gestacdo em fémeas bovinas

(Silva et al., 2023; Trenkel, 2024)
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar os efeitos de um extrato natural da casca de noz peca, com potencial antioxidante
adicionado, no sémen utilizado na PIVE a partir de ovarios bovinos provenientes de frigorifico

abatedouro.

3.2 ESPECIFICOS

Avaliar o efeito de dois meios de cultivo sobre a PIVE utilizando sémen congelado com

diferentes concentragdes de NP adicionado ao diluidor seminal.

Avaliar o efeito de diferentes concentracdes de NP adicionadas ao diluidor do s€émen bovino

congelado sobre a formacgao de pro-nticleos em zigotos 16 horas pos-fertilizacao.

Avaliar o efeito de diferentes concentragoes de NP adicionadas ao diluidor do s€émen bovino

congelado sobre a taxa de clivagem embrionaria.

Avaliar o efeito de diferentes concentragdes de NP adicionadas ao diluidor do s€émen bovino

congelado sobre a contagem total de células embrionarias em 168 horas pds-fertilizacao.

Avaliar a interacdo entre meio de cultivo e concentracao de NP sobre os parametros analisados.
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4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Reproducdo Animal — LABRA, Campus
Realeza, Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Realeza, Parand, em parceria com um
Laboratério de PIVE privado (Séminna®), localizado na cidade de Francisco Beltrdo, Parana.

O sémen utilizado na FIV faz parte de uma linha de pesquisa ja desenvolvida no LABRA
(PES 2023-0295).

Por se tratar de um estudo in vitro, utilizando-se ovarios de abatedouros comerciais, a
realizagio dessa dissertagdo dispensou a aprovagdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA-UFFS).

Todos os processos da PIVE e armazenamento das estruturas para avaliacdo posterior
dos zigotos e embrides foram realizados no laboratorio parceiro, enquanto a avaliacdo dos

zigotos e embrides, sob coloragdo, foi realizada no LABRA.
4.1 EXTRACAO DO EXTRATO NATURAL (NP) E CONGELACAO DO SEMEN

O extrato da natural foi obtido a partir de cascas de um tipo de nogueira (noz peca)
fornecidas pela empresa Divinut, situada no municipio de Cachoeira do Sul, Rio Grande do Sul.
Inicialmente, o material vegetal foi higienizado em agua corrente, submetido a secagem em
estufa a 36 °C por um periodo de 24 horas, e entdo maceradas com o auxilio de almofariz e
pistilo de porcelana. Posteriormente, 50 g do material triturado foi pesado em balanga analitica
para obtencdo do NP, que foi realizada no Laboratério de Quimica, do Campus Realeza, da
UFFS, por meio do método de extracdo em Soxhlet (Amaral et al., 2019).

Utilizou-se sémen congelado de um reprodutor, obtido em oito partidas diferentes. Em
cada partida o sémen foi dividido em quatro grupos, contendo meio diluidor e concentragdo de NP
caracteristico de cada grupo experimental, envasado manualmente em palhetas de 0,25 mL (10 X
10¢ espermatozoides viaveis), previamente identificadas de acordo com o grupo experimental
e niimero da coleta, e certificado da viabilidade espermatica (CASA - IVOS- IIR®, Hamilton
Thorne) (Trenkel, 2024), como se segue:

. Grupo 1: Controle, sémen diluido;

. Grupo 2: Sémen diluido, acrescido de 0,5% de NP;

. Grupo 3: Sémen diluido, acrescido de 0,75% de NP;
. Grupo 4: Sémen diluido, acrescido de 1% de NP.
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As palhetas foram vedadas com alcool polivinilico e submetidas ao protocolo
convencional de criopreservagdo (Salisbury et al.,1978). Apos o envase, as palhetas foram
submetidas ao processo de resfriamento por quatro horas em caixas isotérmicas (Botuflex®),
visando atingir a temperatura de 4°C, com uma taxa de resfriamento aproximada de —0,14 °C
por minuto. Em seguida, as caixas foram abertas e as palhetas expostas ao vapor de nitrogénio
por 12 minutos, caracterizando a etapa de pré-congelacdo. Durante esse periodo, foram
mantidas na posi¢ao horizontal, a uma distancia quatro centimetros da lamina de nitrogénio
(Salisbury; Vandemark; Lodge, 1978; Trenkel, 2024).

Posteriormente, as palhetas foram imersas em nitrogénio liquido a —196 °C e

armazenadas em botijoes criogénicos até o momento de sua utilizagao.
4.2 COLETA, AVALIACAO E SELECAO DOS COCs

Coletou-se ovarios de fémeas bovinas durante oito vezes, com o objetivo de aspirar
COCs presente nos foliculos ovarianos, provenientes de abatedouro frigorifico comercial
localizado do Municipio de Marmeleiro, Parana.

Tao logo coletados no frigorifico, os ovarios foram armazenados em solugao fisioldgica
a 0,9%, com temperatura controlada (entre 36°C e 37°C) e transportados até o Laboratorio de
PIVE parceiro.

No Laboratorio, os ovarios foram lavados em NaCl estéril (0,9%) por trés vezes, e
foliculos ovarianos de 2 a 8 mm puncionados com agulha (40x12 - 18G), acoplada a seringa
descartavel de 20mL. O fluido folicular aspirado foi direcionado lentamente para tubo plastico
estéril de 50mL pré-aquecido (37-38°C) e submetido a repouso em banho-maria por cinco
minutos para a sedimentagdo do material genético.

O sedimento foi despejado em placa de Petri de 90mm (Sarstedt™) para rasteio,
identificagio e selecdo dos odcitos, com auxilio de estereomicroscopio (Olympus SZ51%). Para
classificagdo dos oo6citos considerou-se a qualidade das células dos COCs e do aspecto
citoplasmatico, em vidveis e desnudos, de acordo com Viana et al. (2004) e Mariano et al.
(2015), como se segue:

. Grau I: odcito com citoplasma homogéneo, COCs compactos, escuro, contendo diversas
camadas de células do cumulus;
. Grau II: o6cito com citoplasma heterogéneo com regides escuras na periferia, COCs compactos,

de coloragao clara, com trés a cinco camadas de células do cumulus;
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. Grau III: o6cito com citoplasma irregular, COCs escuros, com poucas células do cumulus,
. Grau IV: o6cito com citoplasma uniforme, sem presenca de células do cumulus, completamente

desnudos.

Os COCs inseridos nesse estudo foram classificados em Grau I, II e III, e entdo
subdivididos em dois grupos de acordo com o meio utilizado para a maturagao in vitro (MIV):
Grupo M1 e Grupo M2. No Grupo M1 utilizou-se um meio de maturagao base e no Grupo M2
utilizou-se um meio de maturagdo comercial (Bioklone®).

Realizou-se duas placas por grupo experimental, com quatro gotas por placa, contendo

até 20 COCs por gota, totalizando até¢ 160 COCs por grupo de maturagao.

4.3 MATURACAO IN VITRO (MIV)

Na MIV os odécitos foram submetidos a lavagem tripla em meio de lavagem de acordo
com o grupo (M1-Base — Anexo I e M2-Comercial — Bioklone®) e submetidos ao cultivo para
maturacdo, realizada em duas placas de Petri de 35 mm tratadas para esse fim (Sarstedt®).

Para cada grupo, foram feitas gotas de 100 uL de meio de maturacdo, considerando
quatro gotas por placa, contendo no maximo 20 odcitos/gota, recobertas por 3,5 mL de dleo
mineral (FUJIFILM Irvine Scientific®) para melhor circulagio gasosa e evitar a evaporagio do
meio. Em cada grupo utilizou-se duas placas.

As placas foram acondicionadas em estufa (THERMO®) de maturagdo em atmosfera
controlada com 5,5% de CO2 e 20% de Oz, com umidade saturada e temperatura estavel entre

38 °C e 39 °C, por 24 horas.

4.4 FERTILIZACAO IN VITRO (FIV)

Para a FIV, as gotas do grupo de maturac¢do foram sub-divididas em quatro subgrupos
de acordo com o sémen a ser utilizado.

ApO6s 24 horas de maturagdo, os oocitos das gotas de cada placa/grupo de maturagao
foram submetidos a FIV em placas de cultivo celular de 35 mm, contendo microgotas de 40 uLL
de meio de FIV especifico (FERT-TALP Base e BioKlone®), recobertas com 3,5 mL de 6leo

mineral (Irvine®). Foram utilizadas duas concentragdes de sémen congelado da mesma partida
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por grupo experimental, acondicionadas em palhetas de 0,25 mL, totalizando oito palhetas por
rotina de experimento.

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 36 °C, e o contetudo transferido para
microtubo tipo Eppendorf de 1,5 mL, contendo gradiente descontinuo de Percoll a 90% e 45%,
composto por 200 pL de Percoll 90% e 200 pL de Percoll 45% (100 pL de Percoll 90% diluido
em 100 pL de meio TL-Sémen). A suspensado foi centrifugada por seis minutos a 4.427 X g,
visando a separacdo dos espermatozoides do meio diluidor.

Ap0s a passagem pelo gradiente de Percoll, o pellet espermatico formado no fundo do
tubo foi submetido a uma segunda centrifugacao, realizada com ImL de meio de FIV, por trés
minutos a 1.107 % g, com o objetivo de remover residuos do gradiente e padronizar o meio de
suspensao espermatica. Ao final desse procedimento, 50 uL do sedimento espermatico foram
recuperados e transferidos para microtubo contendo 50 pL de meio F1V, totalizando 100 pL de
suspensdo espermadtica. A partir dessa suspensdo, foram retiradas aliquotas de 5 pL, e
transferidas para microtubos contendo 150 pLL de meio FIV-gotas, destinada a avaliacao da
motilidade espermadtica, e outra transferida para microtubo contendo 250 puL de 4dgua, utilizada
para a determinagdo da concentracao espermatica. Apos a retirada dessas aliquotas, o microtubo
contendo sémen e meio FIV apresentava volume final de 90 puL, correspondente ao volume do
sedimento espermatico.

A concentracdo espermadtica foi determinada por meio da contagem dos
espermatozoides em cinco reticulos da cAmara de Neubauer, sendo os valores obtidos utilizados
para o ajuste da concentragdo espermadtica a ser empregada nas microgotas de fecundacdo. O
volume de meio FIV a ser adicionado ao microtubo contendo a suspensdo espermatica foi
calculado pela diferenca entre o volume final desejado e o volume do sedimento (90 pL).

Ap6s o ajuste da concentragdo, a suspensdo espermatica foi homogeneizada e 4pL da
mistura foi adicionada a cada microgota da placa de FIV, considerando 25 mil espermatozdides
por uL. Esse procedimento resultou em concentracdo final aproximada de 100 mil
espermatozoides vidveis por microgota da FIV, considerando 20 odcitos por microgotas, o que
corresponde a propor¢ao de cinco mil espermatozoides por oocito.

A FIV foi realizada em estufa (THERMO®), com atmosfera controlada de 5% de COa,

20% de Oz, com umidade saturada e temperatura estavel entre 38 °C e 39 °C.
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4.4.1 Avaliacao da formacao de pro-nicleos com 16 horas apos FIV

Apds a MIV e a FIV, um niimero maximo de 40 estruturas por grupo experimental foi
utilizado, ¢ entdo subdivididas e cultivadas em dois sistemas distintos de cultivo embrionario,
meio Base e meio comercial BioKlone®. Em cada sistema, os embrides foram distribuidos em
dois momentos de avaliagao: Momento 1 (M1) e Momento 2 (M2).

O M1 foi destinado a avaliagdo da taxa de fertilizacdo, por meio da identificagdo da
formagao de pré-nucleos, realizada 16 horas p6s-FIV (HPF). J4 o M2 seguiu para os demais
processos da PIVE.

Inicialmente, os oocitos/zigotos do M1 foram submetidos ao processo de desnudamento
ainda na placa de FIV, com o objetivo de remover as células do cumulus remanescente, e entdo,
transferidas sequencialmente em duas gotas de 100 pL de solucdo salina tamponada com fosfato
suplementado com 0,2% de poli-vinil-dlcool (PBS-PVA).

Na primeira gota, realizou-se pipetagem repetida com micropipeta de 200uL de
didmetro adequado para promover a remocao do excesso de células do cumulus. Na segunda
gota de PBS, procedeu-se a retirada do material celular residual ainda presente na suspensao.
Apos o completo desnudamento, os oocitos/zigotos foram transferidos para gota de 100uL de
PBS suplementada com 4,0% de paraformaldeido, permanecendo em contato inicial com o
fixador, e entdo acondicionados em microtubos (tipo Eppendorf) contendo 200uL de
paraformaldeido previamente preparado, de modo a completar um volume final de 300uL, onde
permaneceram em fixagdo por 24 horas, armazenados em refrigeracao (4 °C).

Decorrido o periodo de fixagdo, os zigotos foram transferidos para criotubos de 2mL,
contendo 300uL. de PBS-PVA. A transi¢ao do paraformaldeido para o PBS-PVA foi realizada
por meio da passagem dos zigotos em duas gotas de PBS (100uL cada), garantindo a remogao
adequada do excesso de fixador. Apds o acondicionamento final em PBS-PVA, os criotubos
foram armazenados sob refrigeragdo (4°C) até a coloragdo nuclear e avaliacdo da fecundagao,

por meio do corante Hoechst® para indicar ou ndo a formagdo de pro-nucleos.
4.5 CULTIVO IN VITRO (CIV)

De 18 a 22 horas apds a FIV, os odcitos da Gota 2 de cada subgrupo seguiram para o
cultivo in vitro, no qual os zigotos foram realocados para placas de cultivo, contendo meio para
CIV (meio base e comercial), por 168 horas até que alcangarem o estddio de blastocisto. O

cultivo dos zigotos foi realizado em estufa EVE (WTA Technologies®), com atmosfera
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controlada em 5% de O2, 5,5% de CO; e N> balan¢o, com umidade saturada, mantidos a uma

temperatura de 38,5 °C.

4.5.1 Contagem de estruturas clivadas (48 HPF) e blastocistos (168 HPF)

A partir dos embrides destinados a avaliagdo do M2 foram avaliados a taxa de clivagem
48 HPF, considerando-se o nimero de estruturas clivadas por gota de cultivo.

Posteriormente mantidos em cultivo in vitro até 168 HPF, periodo correspondente ao
estadio final de desenvolvimento embrionario, os embrides foram destinados para realizagdo
das andlises adicionais do desenvolvimento embrionario (IETS, 1998) ao longo das oito
repetigdes experimentais: producdo de blastocistos por gota e nimero de células embrionarias

nos embrides desenvolvidos.

4.5.2 Preparo e utilizacio do corante Hoechst 33342

Para avaliagdo nuclear, utilizou-se o fluorocromo Hoechst 33342/DAPI, corante
fluorescente especifico para DNA, com alta afinidade por regides ricas em adenina-timina,
permitindo a visualizagdo dos nucleos celulares sob microscopia de fluorescéncia, segundo
metodologia de Moreira et al. (2001) com modificagdes. Inicialmente, um frasco de 25mg do
corante foi dissolvido em 2,5 mL de dimetilsulfoxido (DMSO), obtendo-se a solugdo estoque
primaria. Essa solugdo foi preparada diretamente no frasco ambar original do corante, com o
objetivo de reduzir a exposicado a luz e preservar a estabilidade do corante. A partir da solugdo
estoque primaria, foi realizada uma primeira dilui¢do, na qual 20puL da solugdo estoque foi
transferida para um microtubo tipo Eppendorf contendo 200uL de solugdo salina tamponada
com fosfato (PBS), resultando em uma solucao intermediaria para trabalho.

No momento da utilizac¢do, essa solucdo intermediaria foi submetida a uma segunda
dilui¢do, na qual 10uL da solugdo intermediaria foi adicionada a 500uL de PBS, obtendo-se a
solugdo final de Hoechst 33342 utilizada para a coloracao nuclear. Essa solugdo final foi
preparada em microtubos tipo Eppendorf de 1,5mL, protegidos da luz.

Quando a solucdo intermediaria ndo foi utilizada imediatamente, foram preparadas
aliquotas de 10pL, acondicionadas em microtubos de 1,5mL individuais e armazenadas em
freezer a —20 °C, evitando ciclos repetidos de congelacdo e descongelacdo, a fim de preservar

a eficiéncia do corante. Durante todo o procedimento de preparo, armazenamento e utilizagao
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do Hoechst 33342, as solugdes foram mantidas protegidas da luz, minimizando a

fotodegradacdo do corante.

4.5.3 Coloracao Nuclear para avaliacao da formacao dos pro-nicleos e contagem do

nuamero de células nos embrioes 168 HPF

Apo6s o periodo de armazenamento em PBS-PVA a 4°C, os odcitos e embrides foram
submetidos a coloragcdo nuclear para avaliacao da fecundagdo e do estadio de desenvolvimento
embrionario. Para essa finalidade, utilizou-se o corante fluorescente Hoechst 33342, especifico
para ligacao ao DNA.

Inicialmente, os odcitos/zigotos previamente fixados em paraformaldeido foram
transferidos para duas gotas sucessivas de PBS (100 pL cada), com o objetivo de remover
completamente os residuos do fixador. Em seguida, as estruturas foram incubadas em uma gota
de 100uL de solugao de Hoechst 33342, preparada em PBS, na concentragao final de 10 pg/mL,
conforme protocolo com modificagdes para embrides bovinos (Moreira et al., 2001).

A incubagdo foi realizada a temperatura ambiente, em ambiente protegido da luz, por
um periodo de 10 a 15 minutos, permitindo adequada penetracao do corante e ligacdo ao DNA
nuclear. Apds a coloragdo, os zigotos e embrides foram novamente lavados em duas gotas de
PBS (100 pL cada), a fim de remover o excesso de corante nao ligado.

A avaliagdo foi realizada por microscopia de epifluorescéncia com microscopio
invertido (Nikon® - Eclipse Ts2), utilizando filtro especifico para excitagdo na faixa do
comprimento de onda ultravioleta (aproximadamente 350nm). As estruturas foram montadas
em laminas de microscopia contendo uma pequena gota de glicerina, recobertas com laminula e
mantidas protegidas da luz até o momento da analise.

A avaliacao da formacao dos pro-nucleos foi confirmada pela presenca de dois ou um
pro-ntcleo, enquanto oocitos nao fecundados foram identificados pela auséncia de pro-nucleos.
J4 nos embrides com 168 HPF, o numero de nucleos corados foi utilizado para avaliagdo do

estadio de desenvolvimento por contagem celular.
4.6 ANALISE ESTATISTICA

O estudo seguiu um delineamento inteiramente casualizado, adotando-se um arranjo

fatorial 2x4, composto por dois meios de cultivo e quatro niveis de extrato natural. Inicialmente,
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avaliou-se a interagdo entre os niveis de inclusao do extrato natural e os meios de cultivo
para todas as variaveis analisadas.

Entretanto, como essa interacdo ndo apresentou efeito significativo (p>0,05) para
nenhuma das variaveis dependentes, ela foi retirada do modelo estatistico, procedendo-se a
analise considerando apenas os efeitos principais.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia por meio do procedimento
PROC GLM do pacote estatistico SAS. O modelo matematico utilizado foi expresso por:

Yij=p+Ki+Tj+eij

em que Yij corresponde as variaveis dependentes avaliadas; p representa a média geral
das observacdes; Ki refere-se ao efeito do i-€simo nivel de inclusdo do extrato natural; Tj
corresponde ao efeito do j-€simo meio de culttivo; e &ij representa o erro residual aleatorio,
assumido como normalmente distribuido.

As médias dos tratamentos foram inicialmente avaliadas pelo Teste F, considerando
efeito significativo (p<0,05). Para os niveis de inclusdo do extrato natural, as médias
correspondentes foram comparadas entre si por meio do Teste de Tukey, adotando-se nivel de
significancia de 5% (o = 0,05). Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o

software SAS (Statistical Analysis System), versdo 9.2.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante as oito repetigdes do experimento foram aspirados, 2.191 COCs dos ovarios de
fémeas bovinas obtidos em abatedouro (Tabela 1), sendo 17,7% classificados em Grau I (GI),

27,0% em Grau II (GII) e 55,3% Grau III (GIII), como ilustrado na Figura 1.

Tabela 1: Quantidade de COCs de ovarios de fémeas bovinas de abatedouros, selecionados ¢
classificados como Grau I, II e III.

Repeticio Nimero C(.)CS _
Aspirados Classificacao
GI (n) GII (n) GIII (n)
1 310 52 94 164
2 223 40 73 110
3 270 45 79 146
4 282 67 87 128
5 289 41 90 158
6 256 35 51 170
7 305 65 62 178
8 256 43 56 157

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

Figura 1: COCs aspirados de ovarios de fémeas bovinas de abatedouros, selecionados e
classificados como Grau I, II e III.

Legenda: A - Circulo delimitando um odcito GI, B — Circulo delimitando um odcito GII, C — Circulo
delimitando um oo6cito GIIII. Fonte: Arquivo pessoal 2025.
De forma semelhante, Batista et al. (2016) observaram maior frequéncia de COC grau
III, em estudo sobre a qualidade morfologica de odcitos aspirados de ovarios de abatedouro
com e sem a presenga de corpo lateo (CL), onde observaram 15% de COCs classificados como

GI, 27% como GII e 43% como GIII, sendo os outros 10% GIV e 6% atrésicos, indicando
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predominancia de estruturas de qualidade intermediaria ou inferior. Esses achados corroboram
com o padrao de distribuicao da qualidade de COCs aspirados observado no presente estudo
(Tabela 1).

Jano estudo de Barboza & Da Costa (2024), ao realizaram uma andlise quantitativa de o6citos
de cinco diferentes graus provenientes de ovarios de abatedouro apo6s trés coletas, observaram
proporcdes distintas entre os COCs GIV (16,9%) e GV (31,6%), e proporc¢des parecidas nos
classificados como GII (20,1%) e GIII (20,8%), enquanto o COCs de melhor qualidade (GI)
apresentaram menor frequéncia (10,4%). Esse padrao refor¢a que, em sistemas de recuperacao
oocitaria a partir de ovarios de abatedouro, uma fragdo menor das estruturas recuperadas
apresenta caracteristicas morfologicas consideradas ideais, como também foi observado no
presente estudo.

A predominancia de COCs classificados como GII e GIII ¢ frequentemente relatada na
literatura, uma vez que a populagdo folicular presente nos ovarios de abatedouro apresenta
diversos estadios de desenvolvimento folicular. Nesse contexto, a morfologia dos COCs
constitui um dos principais indicadores de competéncia embriondria, sendo os odcitos com
cumulus compacto e multiplas camadas celulares geralmente s3o associados a maior taxa de
maturagdo, clivagem e desenvolvimento até o estddio de blastocisto (Gottardi; Mingoti, 2009).

Na Tabela 2 observou-se diferenca nas taxas de clivagem e produgao embrionaria entre
os meios de cultivo avaliados. O meio comercial BioKlone® apresentou desempenho superior

ao meio Base, com maiores indices médios de clivagem e desenvolvimento embrionario.
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Tabela 2: Quantidade de odcitos, taxas de clivagem e produgdo embrionaria obtidas nos meios
de cultivo Base e BioKlone® durante a PIVE.

Meio Amostra Odcitos Cliv Cliv’e Emb Emb%
1 83 66 80% 25 30%
2 54 34 63% 17 31%
3 75 47 63% 22 29%
Base 4 71 52 73% 16 23%
5 72 49 68% 22 31%
6 68 37 54% 9 13%
7 77 53 69% 22 29%
8 69 55 80% 20 29%
Total 569 393 69% 153 27%
1 84 73 87% 37 44%
2 51 41 80% 13 25%
3 62 48 T7% 22 35%
Bioklone® 4 70 52 74% 15 21%
5 73 56 T7% 23 32%
6 66 61 92% 24 36%
7 79 56 71% 27 34%
8 69 37 54% 22 32%
Total 554 424 77% 183 33%

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

No M1, foram avaliados 569 odcitos, dos quais 393 apresentaram clivagem,
correspondendo a uma taxa média de clivagem de 69%. A produg@o embriondria total foi de
153 embrides, resultando em taxa média de producdo embriondria de 27%. Entre as oito
repeti¢des do experimento, observou-se variagao nas taxas de clivagem, com valores entre 54%
e 80%, enquanto a produg¢do embriondria variou entre 13% e 31%. A menor taxa de
desenvolvimento embriondrio foi observada na amostra 6, com apenas 13% de embrides
produzidos.

No M2 foram avaliados 554 od6citos, dos quais 424 apresentaram clivagem, resultando
em taxa média de clivagem de 77%. A produgdo embriondria total foi de 183 embrides,
correspondendo a taxa média de producao embrionaria de 33%. As taxas de clivagem variaram
entre 54% e 92%, enquanto a produ¢@o embriondria oscilou entre 21% e 44%. A maior taxa de
produgdo embrionaria foi observada na amostra 1, com 44% de embrides produzidos.

Nesse comparativo, observou-se melhora numérica na taxa de clivagem e producdo
embrionaria do M2 em relacdo ao M1. Esses resultados podem sugerir melhor desempenho do
meio comercial sobre o desenvolvimento embriondrio inicial e a competéncia de cultivo in

vitro, possivelmente relacionado a composicao do meio e a maior capacidade de manutengdo
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do estresse oxidativo e das condigdes metabdlicas e adequadas ao desenvolvimento

embrionario.

A Tabela 3 mostra a porcentagem de zigotos por meio da formacdo de pro-nucleos,
considerando o meio de cultivo (base e comercial) e a concentragdo de NP no s€émen utilizado

para a FIV.

Tabela 3: Porcentagem de zigotos formados 16 HPF (horas apos FIV) considerando dois
meios de cultivo e diferentes concentragdes de extrato natural (NP) utilizado no sémen.

Variavel Meio de cultivo Concentracio NP sémen (%) Valor de P
(%) Base Comercial Controle 0,50 0,75 1,00 NP Meio
Zigotos 85,5+1,2 86,5+1,2 85,1+2,1 85,8+2,1 85,3+2,1 87,742,1 0,819 0,641
Sem proé- 14,4+1,4 12,8+41,4 13,842,0 13,4+2,0 13,4+£2,0 12,3£2,0 0,825 0,426
nucleo

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

A taxa média de zigotos formados foi semelhante nos meios utilizados, sendo de 85,5%
e 86,5%, para os meios base e comercial (p<0,05). Também ndo se observou efeito da
concentracdo do NP no sémen utilizado na FIV sobre a formagao de zigotos (p>0,05 - Tabela
3). De maneira semelhante, a propor¢ao de zigotos sem pro-nucleo (OPN) teve uma constancia
entre os tratamentos, variando de 12,3% a 14,4%, indicando que a adicdo de NP nao interferiu
no processo inicial de ativagdo oocitaria (p<0,05). Esses achados sugerem que a penetracao
espermatica e o desencadeamento das oscilagdes de Ca*" responséaveis pela ativagdo do odcito
ocorreram de maneira adequada independentemente do tratamento aplicado.

A avaliagdo do numero de pro-ntcleos constitui um dos principais indicadores da
fecundagdo normal na FIV. Em condigdes fisiologicas, a presenca de dois pro-nucleos (2PN)
aproximadamente 16—18 horas apos a FIV, indica sucesso da técnica, resultante da formacao
do pro-nucleo masculino e feminino apos a descondensacdo da cromatina espermatica e
reorganizacdo do genoma materno. Entretanto, estruturas com um pro-nacleo (1PN) ou
auséncia de pro-nucleo (OPN) também sdo frequentemente observadas em sistemas de FIV
(Georgadaki et al., 2016; Uzun et al., 2021), como também foi observado nesse estudo.

A Figura 2 apresenta estruturas avaliadas 16 horas apos a FIV, sem ativagdo do zigoto

(zero pro-nucleo) e com um ou dois pro-nucleos.
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Figura 2: Estruturas avaliadas 16 HPF (horas apos FIV) contendo dois, um e nenhum pro-
nucleo respectivamente, coradas com Hoechst 33342/DAPI.

\

2PN

Legenda: A— Observacéo de dois pronucleos; B — Observagdo de um pronucleo; C — Estrutura sem a presenga de
pronucleo. Fonte: arquivo pessoal, 2026

Além disso, falhas em diferentes etapas moleculares da fertilizagdo também podem
comprometer a formagao adequada dos pro-nucleos. Alteragdes na expressao de receptores da
membrana do odcito, como CD9, defeitos na fusdo dos gametas, oscilagdes anormais de Ca**
ou falhas na exocitose dos granulos corticais podem levar a descondensacao defeituosa da
cromatina espermadtica e a formagdo anormal de prontcleos (Georgadaki et al., 2016).

A ativacdo oocitdria em mamiferos constitui o evento central que desencadeia a
transi¢ao do oocito bloqueado em MII para o estadio de zigoto. Em condigdes fisiologicas, esse
processo ¢ iniciado pela entrada do espermatozoide e pela liberacdo da fosfolipase C zeta
(PLC{), a qual desencadeia oscilagdes repetidas de Ca?" intracelular a partir dos estoques do
reticulo endoplasmatico, caracterizando o principal sinal da ativacdo (Saunders et al.,
2002; Swann et al., 2006). Com isso essas oscilacdes promovem a ativagao do complexo
promotor da anafase, levando a degradacao da ciclina B, inativagdo do fator promotor de
maturagdo (MPF; CDKl1-ciclina B). Como consequéncia, ocorre a conclusdo da meiose II,
extrusdo do segundo corpusculo polar e reorganizagdo da cromatina materna para formacgao do
pro-ntcleo feminino (Swann et al., 2006).

Suzuki et al. (2021) observaram em embrides bovinos produzidos in vitro proporgdes
aproximadas de 72,7% de zigotos 2PN, 6,5% de zigotos 1PN e 10,1% de estruturas OPN,
evidenciando que a presenga de fertilizagdes anormais representa uma parcela relativamente
comum dos embrides produzidos in vitro. De forma semelhante, Walters et al. (2006)
demonstraram que alteragdes na qualidade espermatica podem comprometer a formacgao
adequada do pro-ntcleo masculino, resultando em maior ocorréncia de zigotos com cromatina

espermatica condensada ou falha na formag¢ao do pro-nicleo masculino.
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Oocitos maturados in vitro podem apresentar maior suscetibilidade a ativacao
espontanea devido a alteragdes na dinamica de MPF e no equilibrio redox intracelular (Marques
et al., 2011). Além disso, a ativacdo partenogenética espontdnea também pode resultar em
estruturas sem pro-nticleo visivel no momento da avaliacao.

Quando se trata de desenvolvimento embrionario, embrides derivados de fertilizacdes
anormais apresentam menor competéncia de desenvolvimento. Estudos mostraram que zigotos
com 1PN apresentam taxas de blastocisto significativamente menores quando comparados a
zigotos com 2PN, refletindo comprometimento no desenvolvimento embrionario inicial
(Walters et al., 2006). Esses achados corroboram com a interpretagdo de que alteragdes na
dindmica de formagao dos pro-nucleos podem impactar negativamente etapas posteriores do
desenvolvimento embrionario, o que poderia explicar os achados desse estudo.

Ao avaliar o desenvolvimento posterior, verificou-se reducdo significativa na taxa de
clivagem e na producdo de blastocistos com o aumento da concentracdo do NP no sémen
utilizado na FIV (Tabela 4). Esse resultado sugere que o extrato pode nao interferir diretamente
nos eventos iniciais de ativacdo oocitaria, mas poderia ter afetado as etapas posteriores da
fertilizagdo, como a remodelacdo da cromatina espermatica, a formacdo adequada dos pro-
nicleos e/ou a estabilidade molecular necessaria para a progressdo do desenvolvimento

embrionario.

Tabela 4: Porcentagem de embrides clivados e de embrides formados considerando a
porcentagem de extrato natural com potencial antioxidante adicionado no meio diluidor do
sémen utilizado na FIV.

Variavel avaliada (%) Grupo experimental
Controle 0,5% 0,75% 1%
Embriées Clivados  80,6+3,0* 76,6+3,04 70,0+£3,0% 56,9+3,08  <0,0001
Embrides formados  44,8+2.8% 30,7+2,8% 25,6+2,8% 14,5+2,8¢ <0,0001
ABCvValores seguidos por letras diferentes, na mesma linha, diferem pelo teste de Tukey (p<0,05)
Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

Valor de p

Embora os resultados apresentados na Tabela 3 indicaram que a ativagdo oocitaria e a
formacgao inicial de zigotos tenham ocorrido de forma semelhante entre os tratamentos, na
Tabela 4 observou-se que concentragdes elevadas do NP podem ter comprometido
os processos celulares subsequentes, refletindo na reducao de embrides clivados e de embrides

formados, a medida que se aumentava a concentragdo do extrato natural (Tabela 4).
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A taxa de clivagem avaliada 48 HPF e os embrides avaliados 168 HPF, ilustrados na
Figura 3, apresentaram reducdo nas taxas de clivagem e produ¢ao de blastocistos nos grupos
com 1% de NP (p<0,05). Essa reducdo poderia sugerir que o extrato, na concentragdo de 1%,
poderia ter afetado a integridade de membrana espermatica, a interacdo com a zona pelucida ou
os eventos iniciais de ativagdo oocitaria. Resultados semelhantes foram descritos por Silva et al.
(2021), ao utilizarem dois meios diferentes de diluicdo de sémen, sendo um a base de proteina
vegetal e outro proteina animal, com concentragdes de GSH de 1,mM e 2,5mM
respectivamente, e observarem 35 a 53% na taxa de clivagem e média de 35% na taxa de
produgdo de blastocitos sem diferenca significativa entre os grupos. Ja Prado et al. (2012), ao
avaliarem a clivagem e a producao de embrides in vitro utilizando sémen diluido a base de
lectina de soja e gema de ovo, observaram que o diluidor a base de gema de ovo apresentou
desempenho superior na taxa de clivagem (62%) e formagao de blastocistos (14%) em relacao
ao diluidor a base de lecitina, sendo de 60% e 12%, respectivamente. Ao se comparar 0s
resultados do diluidor a base de lecitina descrito por Prado et al. (2012), observou-se

semelhanga aqueles encontrados nesse estudo, relativos a adicao de 1% de NP.

Figura 3:Estruturas embrionarias observadas ap6s inicio da divisao celular (2, 4 e 8 células),
clivadas 48 HPF e embrides avaliados 168 HPV, fixados em paraformoldeido.

Legenda: A e B — Estruturas embrionarias ap6s inicio de divisdo celular (2, 4 e 8 células) 48 horas apos FIV; C —
Embrides em estadio de blastocisto expandido (BX) e blastocisto inicial (BI); D — Embrido em estadio de
Blastocisto eclodido (BE); E — Embrido em estadio de blastocisto (BL). Fonte: Arquivo pessoal 2026.

Assungao et al. (2021) ao avaliarem a suplementacdo de resveratrol no diluente de

s€émen bovino, com o intuito de a melhora na viabilidade do espermatozoide pos-descongelacao

nos indices de clivagem e formagdo de embrides na PIVE bovina, observaram melhora em
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parametros espermaticos pos-descongelagao, nao relatando alteragdo significativa nas taxas de
clivagem e blastocisto, as quais permaneceram proximas entre os tratamentos sendo a clivagem
de aproximadamente 74,6% no controle e 75,8% no grupo com resveratrol, e producao de
blastocistos de 28,4% e 29,1%, respectivamente. Resultados semelhantes foram observados
nesse estudo, como nos grupos controle e suplementados com a NP.

Nao foram observadas diferengas entre o meio base e o meio comercial para clivagem e
producdo de blastocistos (Tabela 5), indicando entdo, que a principal fonte de variagao nos

resultados foi a concentragdo de NP no sémen, e ndo o sistema de cultivo utilizado.

Tabela 5: Porcentagem de embrides clivados e de embrides formados considerando o meio
utilizado na FIV, sem diferenca significativa entre os meios.

Porcentagem
Meio de cultivo
Clivados Embrioes
Base 69,0 2,1 27,3+2,0
Comercial 73,0+2,1 30,5+2,0
Valor de p 0,1907 0,2478

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

Os resultados na porcentagem de embrides clivados e de embrides formados nos
meios base e comercial refor¢a a importancia do equilibrio redox na FIV. Com isso o NP
avaliado neste estudo poderia ter alterado a funcionalidade espermatica quando utilizado
em concentracdes elevadas, especialmente em células previamente submetidas a
criopreservacdo. Diferentemente de moléculas purificadas, o extrato obtido por processos
de extragdo contém uma mistura de compostos fendlicos, taninos, peptideos e outras
substancias potencialmente volateis, cuja composi¢ao depende diretamente das condigdes
de extracdo, como pH e uso de enzimas (Vieira et al., 2020), o que poderia subsidiar a
funcionalidade espermatica.

Isso implica que o espermatozoide ndo esta exposto a um unico composto com agao
definida, mas sim a um conjunto de moléculas com diferentes propriedades biologicas.
Nesse caso, ¢ possivel que parte desses compostos ndo interfira diretamente na capacidade
fecundante, ndo impactando a penetragdo espermatica, mas com a¢do negativa em
processos posteriores, como a descondensagao da cromatina e a formagao adequada do pro-
nucleo masculino (Simdes et al., 2014).

A redugdo da viabilidade embriondaria observada com o aumento da concentracao
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do NP no sémen utilizado para a FIV poderia estar associada a presenca de compostos
potencialmente toxicos para o embrido. Esses compostos, mesmo que nao impecam a
fecundagdo, poderiam desencadear morte embrionaria precoce, possivelmente por indugao
de estresse oxidativo excessivo, interferéncia metabdlica ou alteragdes epigenéticas.
Assim, os resultados poseriam sugerir que o insucesso na producao de blastocistos ndo esta
necessariamente relacionado a falha na fecundagdo, mas sim a efeitos deletérios
posteriores, decorrentes da exposicdo do espermatozoide a um extrato complexo.

Adicionalmente, o achado de alteragcdo na funcionalidade espermatica poderi ser
explicado pelo papel central das EROs na funcdo espermdtica. Os espermatozoides
produzem EROs fisiologicamente, pois essas moléculas participam da capacitacao
espermatica, regulando processos como fosforilagao de proteinas em residuos de tirosina,
aumento de AMPc e remog¢do de colesterol da membrana plasmatica, eventos essenciais
para hiperativacdo e competéncia de fecundagdo (Sengupta et al., 2024; Junior; Siqueira,
2025). Assim, a utilizacao de antioxidantes em concentracdes elevadas poderia reduzir
excessivamente essas EROs e comprometer mecanismos dependentes de sinalizacao redox,
resultando em menor capacidade fecundante.

O numero total de células em blastocistos, sua visualizacao (Figura 6) e contagem
(Tabela 6) ¢ amplamente reconhecido como um dos principais indicadores de qualidade
embrionaria e competéncia de desenvolvimento, refletindo a capacidade proliferativa, a
integridade metabdlica e a adequada reprogramagado pos-fecundacdo. No presente estudo,
observou-se efeito significativo da porcentagem de adi¢gdo do NP quando adicionada ao
sémen utilizado na FIV sobre a contagem celular dos blastocistos (p<0,05), sem efeito o

meio de cultivo (Tabela 6).
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Figura 4: Blastocistos formados apos 168 HPF, submetidos a técnica de coloragao Hoechst
33342/DAPL

Legenda: A, B e C — Blastocistos com coloracdo Hoechst 33342/DAPI identificando células totais. Fonte:
Arquivo pessoal, 2026.

Tabela 6: Numero de células de blastocisto 168 HPF de acordo com o meio de cultivo
utilizado na PIVE.

Meio de cultivo

Variavel avaliada Base Bioklone Valor de p

Numero de células 1203 +2,7 122,9+2,5 0,3993
Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

O niimero médio de células dos blastocistos representados na Tabela 7 do grupo controle
(124,9 + 2,7) e com adi¢do de 0,75% NP ao sémen (126,1 £ 3,5) foi maior que o observado no
grupo com adicao de 1% de NP (109,4 + 4,8), que demonstrou reducdo significativa na
proliferagdo embrionaria (p = 0,0178), sugerindo efeito dependente da concentracao de extrato,
onde concentracdes mais elevadas do NP poderim exercer impacto negativo sobre o

desenvolvimento embrionario inicial.

Tabela 7: Numero de células de blastocisto de acordo com a concentragdo de NP no s€émen

utilizado na PIVE.
Concentrac¢ao NP (%)
Variavel avaliada Controle 0.5 0.75 1 Valor de p
Numero de células  124,9+£2,74  118,1+3,34B 126,1+3,54 109,4+4,88 0,0178

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).
*AB Valores seguidos por letras diferentes, na mesma linha, diferem pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Balbi et al. (2025) ao avaliarem a suplementacao de hidroxitirosol (HT) em diluente
seminal bovino em sémen resfriado e criopreservado, a fim de avaliar a capacidade
antioxidante, parametros espermaticos, ligacdo a zona pelucida e viabilidade na PIVE,
observaram convergéncia parcial entre os resultados, onde a adicao de 25 uM de HT no sémen
criopreservado promoveu aumento significativo no namero total de células dos blastocistos
(134,99 + 18,62), e melhora nas taxas de desenvolvimento embrionario. Os autores atribuiram
esse efeito a reducdo do estresse oxidativo espermatico, preservacdo da integridade de
membranas plasmaticas e manutengdo da funcdo mitocondrial, culminando em maior
competéncia embriondria.

Enquanto o antioxidante avaliado por Balbi et al. (2025), apresentou efeito protetor
consistente na concentragdo testada de 25 uM no sémen criopreservado, melhorando a
capacidade de ligagdo a ZP (58%), taxas de blastocistos (27%) e numero de células do
blastocisto (135%), o uso de NP nesse trabalho ndo indicou efeito crescente positivo. A
manuten¢do da contagem celular nas concentragdes intermedidrias de NP com o grupo 0,75%,
sugere possivel beneficio fisiologico, porém quando aumentada, como observado na
concentragdo 1% de NP, poderia comprometer mecanismos essenciais a progressao mitotica
embriondaria. Esse resultado poderia se associar a um possivel desequilibrio redox, visto que
niveis excessivos de compostos antioxidantes poderiam interferir em vias de sinalizagdo
dependentes de EROs, que desempenham papel fisioldgico na capacitacdo espermatica € na

ativacao embrionaria (Aitken; Drevet, 2020; Ferreira et al., 2023).
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, verificou-se que a adicdo de NP ao s€émen bovino
utilizado na fertilizagdo in vitro, exerceu efeito dependente da concentragdo sobre o
desenvolvimento embrionario.

Embora o extrato ndo tenha alterado a ativagao oocitaria, nem a formacao inicial de pro-
nucleos, sugere-se que os eventos iniciais da fertilizacdo ocorreram de forma semelhante entre
os tratamentos, concentragdes mais elevadas reduziram as taxas de clivagem, a producdo de
blastocistos ¢ a contagem celular dos blastocistos, e possivel interferéncia do extrato em
processos celulares posteriores a fecundacgao.

Assim, a utilizagdo de antioxidantes naturais na PIVE requer atencdo quanto a
concentragdo e ao grau de purificagdo empregados, sendo necessarios estudos adicionais, para
elucidar os mecanismos moleculares envolvidos e os efeitos do extrato sobre parametros

espermaticos e embrionarios.
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ANEXO1

MEIOS BASE PARA PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS

Meio de Lavagem de Od6citos (TCM 199 Hepes)

52

Soluciao Mae TCM 199 Hepes 10mL 50mL 100mL
Agua Milli-Q 10mL 50mL 100mL
TCM 199 0,095¢g 0,475¢g 0,950g
Bicarbonato de Sodio (SmM) 0,0044¢ 0,022¢g 0,044¢g
Hepes Sédico (10mM) 0,026¢g 0,130g 0,260¢g
Hepes Acido (10mM) 0,024¢g 0,120g 0,240¢g
Piruvato de so6dio (100mM) 20ulL 100uL 200pL
Sulfato de amicacina (16,67ug/ul) 50ul 250ul 500uL
SFB 10% ImL SmL 10mL

Adicionar os componentes na ordem em que aparecem, filtrar em membrana de 0,22um ¢ armazenar

em geladeira (4°C), por até um més.

Meio de Maturac¢ao de Odcitos (TCM 199 Bicarbonato)

Solucdao Mae TCM 199 Bicarbonato 10mL 20mL S50mL
Agua Milli-Q 10mL 20mL 50mL
TCM 199 0,095¢g 0,190g 0,475¢g
Bicarbonato de Sodio (26mM) 0,022¢g 0,044¢ 0,11g
SFB 10% 1,0mL 2,0mL 5,0mL
Piruvato de sodio (100mM) 20uL 40uL 200uL
Sulfato de amicacina (16,67pg/uL) 50uL 100uL 250pL
FSH Foltropin (400mg = 25ml de PBS) 10uL 20uL 50uL
LH (Profasi® (2000UI = 0,01g de hCG) 100uL 200ulL 500uL
Estradiol 178 (0,001g para 1,0 mL Etanol) 10ulL 20uL 50uL

Adicionar os componentes na ordem em que aparecem, filtrar em membrana de 0,22um ¢ armazenar

em geladeira (4°C), por até um més.



Solucao TL-Stock e TL-Sémen

TL-Stock TL-Sémen TL-Stock | TL-Sémen
Componentes
25mL 50mL
Agua Milli-Q 25mL 25mL 50mL 50mL
NaCl (114mM/100mM) 0,166g 0,145¢g 0,333¢g 0,291g
KCI (3mM/3mM) 0,006g 0,00575¢g 0,012¢g 0,0115¢g
MgCl,-6H20
(0.5mM/0.4mM) 0,002¢g 0,002¢g 0,005¢g 0,004¢g
NaH;POs-Anidro (0,3mM) 0,00117g 0,0010g 0,00235¢g 0,0020g
Bicarbonato de Sodio (25mM) 0,0525g 0.0525g 0,105¢ 0,105g
CaCl-2H,0 (2mM) 0,0075g 0,0075g 0,015¢g 0,015¢g
DL-Acido Latico (60%)
(12mM/26mM) 35,7uL 77,5uL 71,5uL 155uL
Phenol Red (30uM) 0,0003g 0,0003g 0,0005g 0,0005g
Hepes Acido (10mM) - 0,0595¢ - 0,119¢g

Ajustar o pH para 7,4 com gas (5% de CO») durante 1 minuto. Adicionar os componentes na ordem em
que aparecem e armazenar em geladeira (4°C), por até uma semana.

Meio FIV-Gotas

Componentes 4mL 8mL 12mL
TL-Stock 3,6mL 7,2mL 10,8mL
Sulfato de amicacina (16,67ug/ul) 20ulL 40uL 60uL
Piruvato de sodio (100mM) ulL l6uL 24ul
PHE (solugao) 160uL 320uL 480uL
Heparina (176Ul/mg, 3mg em 1mL) 40uL 80uL 120uL
BSA (FIV) (6bmg/mL) 0,024¢g 0,048¢g 0,072¢g

Adicionar os componentes na ordem em que aparecem, filtrar em membrana de 0,22um e armazenar

em geladeira (4°C), por até um més.




Solucio de Percoll 90%
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Componentes 2 mL 4 mL 6 mL 8 mL
Percoll 1,8mL 3,6mL 5,4mL 7,2mL
Solugdo 10X 200pL 400uL 600uL 800uL
CaCl; (Estoque de 1M) 4uL ulL 12ulL 16uL
MgCl; (Estoque de 100mM) 7,8uL 15,6uL 23,4uL 31,2uL
DL-Acido Latico (60%) (26,4mM) 7,4uL 14,8uL 22.2uL 29,6uL
Bicarbonato de Sodio (20mM) 0,0042¢ 0,0084g 0,0126g 0,0168¢

Obs: adicionar os componentes na ordem em que aparecem, sob agitacdo constante, ¢ homogeneizar
bem antes de adicionar o bicarbonato, pois o acido latico fica depositado no fundo do frasco.

Solucio 10X para Percoll

Componentes SmL 10mL
Agua Milli-Q SmL 10mL
KCIl (Estoque de 1M) (Uso 31mM) 0,1545mL 0,309mL
NaH;PO4-H20 (Estoque de 100mM) (Uso 3mM) 0,146mL 0,292mL
NaCl (800mM) 0,233¢g 0,4675g
Hepes Acido (50mM) 0,060g 0,119g
Hepes Sédico (50mM) 0,065¢g 0,130¢g

Adicionar os elementos na ordem em que aparecem, filtrar em membrana de 0,22um, aliquotar em
microtubo de 0,5mL, com 210uL cada, € armazenar em Freezer (—70°C), por até 6 meses.
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Meio SOF

A B C D
L-

Solucio | Solu¢do de | Solucio de | Solucdo | Glutamina
de Sais | Bicarbonato | Piruvato | de CaCl:

Solu¢des Estoque

Agua Milli-Q 9,84mL 10mL 500pL ImL ImL
NaCl (1,1M) 0,629g ] : _ ;
KCl (72mM) 0,0534¢ - : _ ;
KH,PO4 (12mM) 0,0162g - _ _ ;

MgSO4-7H,0 (7,4mM) | 0,0182g - - - -

DL-Acido Latico (60%)

(500 60puL - - - -

Bicarbonato de Sédio

(250mM) ; 0.210¢ ) ; )

Phenol Red (260uM) - 0,001g - - -

Piruvato Sédico (100mM) - 0,0055¢ - -
CaCl,-2H;0 (178mM) i i i 0,0262¢ :

L-Glutamina (200mM) - - - - 0,02923¢g

Adicionar os componentes na ordem em que aparecem e armazenar em geladeira (4°C). Os estoques A,
B, D e L-Glutamina devem ser preparadas semanalmente, mas o estoque C, diariamente.

SOF estoque 20mL 40mL
Agua Milli-Q 15,6mL 31,2mL
Estoque A 2mL 4 mL
Estoque B 2mL 4 mL
Estoque D 200uL 400uL
L-Glutamina 20uL 40pL
BME Essenciais (50X) 200uL 400uL
MEM Nao-Essenciais (100X) 200pL 400uL
Myo-Inositol (2,8mM) 0,01g 0,02¢g
Tri-Citrato de S6dio Di-Hidratado (340uM) 0,002g 0,004¢g

Adicionar os componentes na ordem e armazenar em geladeira (4°C), por até uma semana.



Meio SOF final (SOF estoque + 2,5% de SFB+ 6mg BSA/mL):

SOF final 1mL SmL 6mL 10mL
SOF estoque 968uL 4,84mL 5,81mL 9,68mL
Piruvato de sodio (100mM) 2uL 10pL 12uL 20pL
Sulfato de amicacina SulL 25,1 30uL 50uL
(16,67ug/uL)
BSA (CIV) (bmg/mL) 0,005g 0,025¢ 0,030¢g 0,05¢g
SFB (2,5%) 25uL 125ulL 150uL 250pL

Adicionar o BSA por ultimo, esperar dissolver, filtrar em membrana de 0,22um equilibrar em atmosfera
gasosa e estocar em refrigeragao por até uma semana
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