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RESUMO

O efeito estimulante da vibracdo em sistemas vivos desempenha um papel relevante na
transdugdo mecanica, essencial para o desenvolvimento celular. No intuito de aumentar a taxa
de sucesso da Producao In Vitro de Embrides (PIVE), o uso de vibragdes de baixa frequéncia
durante a Maturagdo In Vitro (MIV) vem se mostrando promissor. Nesse contexto, objetivou-
se avaliar validar um dispositivo que emite frequéncias sonoras ¢ o efeito destas vibracdes
durante a maturacdo de o6citos bovinos. Para isso, odcitos provenientes de ovarios coletados
em abatedouro foram maturados e submetidos a vibragdes por 5 segundos, intervalo de 60
minutos, durante 24h, nas frequéncias de 30 e 50 hz, enquanto o grupo controle foi mantido
sem o efeito das vibragdes. Ao final da maturacdo, os odcitos foram expostos ao marcador
Hoechst 33342 visando avaliar a matura¢ao nuclear e ao Mitotracker Red, visando avaliar a
maturacao citoplasmatica e potencial de membrana mitocondrial (PMM). Os dados foram
expressos em valores de média + erro padrdo. Apds verificacdo da normalidade por Shapiro-
Wilk e homocedasticidade de variancia por Levene, diferengas estatisticas entre os grupos
experimentais para cada varidvel estudada foram verificadas (p < 0,05). Nas variaveis
analisadas, ndo houve diferenga significativa (P>0,05) entre o grupo controle e os grupos com
vibragdes de 30Hz e S0Hz. Por se tratar de uma tecnologia ainda pouco estudada, o presente
estudo sinaliza perspectivas de novos ensaios com vibragdes e protdtipos durante a MIV e
demais etapas da PIVE em bovinos.

Palavras-chave: Vibracdo. Odcito. Producdo /n Vitro de embrides. Bovinos.



ABSTRACT

The stimulating effect of vibration in living systems plays an important role in mechanical
transduction, essential for cell development. In order to increase the success rate of In Vitro
Embryo Production (IVEP), the use of low frequency vibrations during In Vitro Maturation
(IVM) has shown to be promising in terms of the results obtained. In this context, the objective
was to evaluate and validate a device that emits sound frequencies and the effect of these
vibrations during the maturation of bovine oocytes. For this, oocytes from ovaries collected in
a slaughterhouse were matured and submitted to vibrations during 5 seconds, 60 minutes
interval, for 24 hours, at frequencies of 30 and 50 hz, while the control group was maintained
without the effect of vibrations. At the end of maturation, the oocytes were exposed to the
Hoechst 33342 marker to assess nuclear maturation and Mitotracker Red to assess cytoplasmic
maturation and mitochondrial membrane potential (MMP). Data were expressed as mean +
standard error values. After the verification of normality by Shapiro-Wilk and homoscedasticity
of variance by Levene, statistical differences between the experimental groups for each variable
studied were verified (p < 0.05). In the analyzed variables, there was no significant difference
(P>0.05) between the control group and the groups with vibrations of 30Hz and 50Hz. As this
is a technology that has yet to be studied, the present study indicates perspectives for new tests
with vibrations and prototypes during IVM and other stages of IVP in cattle.

Keywords: Vibration. Oocyte. In vitro Production of Embryos. Cattle.
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1 INTRODUCAO

A Produgdo In Vitro de Embrides (PIVE) ¢ uma técnica reprodutiva que permite que o
espermatozoide e o odcito interajam fora do trato reprodutivo da fémea. Consiste na selecdo e
coleta de oocitos de uma fémea doadora, a Maturacao In Vitro (MIV) do material coletado,
seguida da Fertilizagdo In Vitro (FIV) e Cultivo In Vitro (CIV) do embrido produzido, até que
ele seja inovulado em uma fémea receptora ou devidamente criopreservado (FERREIRA,

2010).

A principal finalidade da PIVE consiste na obtengao de maior quantidade de embrides
vidveis a partir de vacas de alto valor zootécnico, sem que a matriz seja submetida aos desgastes
gestacionais, bem como o aproveitamento de fémeas inférteis por meios convencionais. Além
disso, ¢ possivel aproveitar com mais eficiéncia, fémeas para doacdo de odcitos em periodos
atipicos, como vacas no primeiro trimestre gestacional, periodo pos-parto e novilhas a partir
dos seis meses de idade. Outra vantagem ¢ o aumento da vida reprodutiva das doadoras, além
de permitir a utilizagdo de diferentes touros para a mesma doadora, proporcionando assim o

melhoramento genético acelerado do rebanho (MELLO et al., 2016).

A PIVE atingiu escala comercial no Brasil, no entanto existem entraves que limitam o
uso dessa biotécnica, como a baixa taxa de formacdo de blastocisto e quantidade reduzida de
odcitos, o que implica no aumento do custo de cada embrido produzido. Logo, o
desenvolvimento de novas estratégias para superar essas limitagdes vem chamando a atengao

dos pesquisadores (MELLO et al, 2016).

Durante a maturac¢ao e desenvolvimento in vitro, as condi¢des de cultivo, tais como a
temperatura ¢ a composi¢ao do meio de cultivo sdo ajustadas para simular o que ocorre in vivo.
Na técnica tradicional, os odcitos e embrides sao depositados em uma placa de Petri para cultivo
estatico, contrapondo-se as condigdes naturais de desenvolvimento inicial dos embrides na tuba
uterina e utero, onde sdo transportados, recebendo estimulos mecanicos por contragdes

musculares e ciliares (ISACHENKO et al., 2011).

Estudos utilizando odcitos, provaram que a taxa de desenvolvimento de blastocisto foi
aumentada por vibragdes mecanicas fornecidas durante a maturagdo e/ou cultivo in vitro em
humanos (ISACHENKO et al., 2010), suinos (MIZOBE et al., 2010), camundongos (HUR et
al., 2013), felideos (SHAHVERDI et al., 2022) e em bovinos (TAKAHASHI et al., 2018). O

efeito estimulante da vibragao em sistemas vivos desempenha um papel relevante na transdugao
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mecanica, essencial para a sobrevivéncia tanto de células quanto de organismos superiores

(ISACHENKO et al., 2017).

As vibracdes podem ter diferentes origens, como pulsos sucessivos ou ondas sonoras.
O som ¢ uma oscilagdo mecanica que age no meio ao seu redor perturbando as particulas
adjacentes (SOEIRO, 2011). Atualmente, a tecnologia empregada nos protétipos utilizam ondas
mecanicas oriundas de motores elétricos ou motores vibracall (ISACHENKO et al., 2010;
MIZOBE; YOSHIDA; MIYOCHI, 2010; ASANO; MATSUURA, 2014; TAKAHASHI et al.,
2018; YANG et al., 2019; LIU et al., 2022), ndo havendo ainda modelos que utilizem ondas

mecanicas oriundas de frequéncias audiveis (20Hz a 20kHz).

Durante a maturagao in vitro de oocitos bovinos, os unicos parametros de vibragao até
entdo utilizados foram de 20, 40 ou 80 Hz, durante 5 segundos a cada 60 minutos em estudo
realizado por Takahashi et al. (2018). Neste, a taxa de desenvolvimento de blastocisto aumentou
significativamente no grupo de 40 Hz, em comparagdo com o grupo controle. Entretanto, a
eficiéncia da produgdo de embrides pode ser melhorada ainda mais se for possivel determinar

a melhor magnitude de vibragao.

Devido ao reduzido numero de estudos e informagdes relacionados a vibragdes na
producao de embrides bovinos, € necessaria a realizagdo de mais estudos que visem descrever
de melhor forma as vantagens e possiveis interferéncias que as vibragdes podem causar. Apesar
do objetivo final das vibracdes seja alcancar um maior nimero de produtos viaveis, € necessario
compreender como essa nova biotécnica afeta cada etapa da producdo in vitro de embrides, a

comegar pela maturagao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia econdomica e entraves da PIVE na reproducio bovina

A produtividade na pecudria bovina aumentou significativamente, principalmente
devido a selecdo intensiva de caracteristicas produtivas por meio de biotecnologias
reprodutivas. Biotécnicas como a produgdo in vitro de embrides estdo sendo cada vez mais
aperfeigoadas para maximizar o potencial reprodutivo dos bovinos € melhorar os indicadores

de produtividade (VARAGO; MENDONCA; LAGARES, 2008)

De acordo com o ultimo relatério do Comité de Recuperagao de Dados da Sociedade
Internacional de Tecnologia de Embrides (IETS, 2021), a producdo mundial de embrides
aumentou na maioria das regides do mundo. Porém, tem se observado tendéncias divergentes
entre embrides produzidos in vivo e in vitro, onde observou-se uma queda na quantidade de
embrides in vivo, a qual foi compensada por um aumento no numero de embrides produzidos
in vitro. Em todo o mundo, os embrides advindos da PIVE representaram 76,2% de todos os

embrides bovinos transferiveis no ano de 2020.

No cenario nacional, o Brasil foi o segundo maior produtor mundial de embrides, com
304.269 unidades produzidas, desses, 93,8% provenientes da PIVE. Juntamente com os Estados
Unidos, os dois paises representaram 77,2% de todos os embrides produzidos in vitro no mundo
(SBTE, 2021). O grande destaque brasileiro na producdo de embrido in vitro se deve,
principalmente, ao quantitativo de bovinos, correspondendo a aproximadamente 224,6 milhoes,
e as caracteristicas do rebanho nacional, o qual ¢ constituido em sua maioria por animais de

ragas zebuinas que produzem mais odcitos por coleta (MELLO et. al., 2016; IBGE, 2021).

Apesar da PIVE ter alcancado grandes proporgdes no Brasil, ainda existem algumas
limitagdes, como a baixa taxa de blastocisto, resultando no aumento do custo de cada embrido
produzido. O principal fator que influencia a variagdo da PIVE ¢ a competéncia oocitaria, ou
seja, a capacidade dessa célula de retomar a meiose e prosseguir com sucesso nas etapas

seguintes (AGUILA et al., 2020).

Considerando que a qualidade intrinseca do odcito ¢ um dos principais fatores que
afetam o desenvolvimento embriondrio e que as condigdes de cultura do embrido tém um papel

crucial na determinacdo da qualidade do blastocisto, a selecdo de oocitos competentes,
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associada com a maturag¢ao in vitro dos mesmos, € vital para as tecnologias de producdo in vitro

em bovinos (KRISHER, 2004).

A maturacdo dos odcitos representa uma das etapas mais importantes da PIVE.
Entretanto as taxas de desenvolvimento alcangcadas com a maturagdo in vitro sao inferiores
aquelas encontradas com a maturagao in vivo (GILCHRIST, 2010). A partir disso, estudos estdo
sendo realizados com o objetivo de alcangar maiores taxas, avaliando se determinados
pardmetros como temperatura, suplementagdes, fatores de crescimento e manipula¢do dos
odcitos poderiam influenciar no resultado final da producdo in vitro de embrides (WANG et

al., 2014; ARAT et al., 2016; AN et al., 2019).

2.2. Maturacao in vivo de odcitos bovinos: condi¢des naturais

Em condigdes naturais a maturagdo oocitaria desencadeia-se a partir da saida de seu
estado germinativo, que ocorre apds o pico pré-ovulatorio hormonal luteinizante, induzindo
modifica¢des fisico-bioquimicas nas células do cumulus, ativando assim, a competéncia
meidtica do odcito, adquirida ainda em sua fase de crescimento. Ressalta-se que a oogénese
ocorre concomitantemente a foliculogénese, quando o odcito estd entre as fases de profase I e
metafase II. Durante a foliculogénese h4, inicialmente, a formagao de foliculos primordiais, que
se desenvolvem para primarios, secundarios, tercidrios, pré-ovulatorios e culmina com a

ovulagao (FAIR, 2003; ADONA 2013).

Apo6s o pico gonadotrofico do LH, o oocito sai da fase de diploteno da profase I,
atravessa a metafase I, seguido pela anafase I e telofase I, finalizando a primeira fase de divisao
meiotica, iniciando a metafase II. Nesse interim, ha a condensa¢do cromossomica ¢ a
desintegragao do envelope nuclear, processo regulado pelo fator promotor de maturacao (MPF),
fato que inicia o processo da maturacao nuclear e formagao do primeiro corpusculo polar, até
concluir a fase de metafase II, onde permanece quiescente até¢ que seja fecundado (JONES,

2004).

Além das modificacdes nucleares, ¢ necessario que o citoplasma altere sua estrutura, a
nivel bioquimico e molecular, para que seja capaz de alcangar o desenvolvimento embrionério
e bloqueio da poliespermia (LEQUARRE et al.,, 2005). Nesses eventos, estdo inclusas

modificagdes na sintese de proteinas, realocacdo de organelas intracelulares e intensificagdao na
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liberagdo do Ca2+, sendo gerenciada através de uma complexa cascata proteica fosforilativa,

importante na regulacdo meidtica (DEKEL, 2005).

A finalizagdo da segunda etapa de divisdo meiotica ocorre apds a fecundagao, na qual o
odcito progride até completar a telofase Il e se torna capaz de expelir o segundo corptsculo
polar. A partir de entdo, o zigoto continua seu desenvolvimento, porém agora, através de mitose

(LEDAN et al., 2001).

Todo o processo, desde a maturagdo até o desenvolvimento embrionario, ocorre de
maneira dindmica nos ovarios, oviduto e utero, onde apresentam movimentagdo continua
oriunda tanto das microcontragdes da musculatura, quanto de batimentos ciliados do epitélio
do oviduto auxiliando na remog¢ao continua dos metabolitos, trocas gasosas € exposi¢ao a

iniimeros fatores de crescimento (ISACHENKO et al., 2011).

As estruturas fisicas do corpo também possuem diversas frequéncias proprias,
dependendo do 6rgdo. Em humanos, frequéncias basais de batimento de cilios da tuba uterina
foram relatadas variando amplamente entre os individuos na faixa de 5 a 20 Hz, dependendo
do estagio do ciclo menstrual. Os cilios batem em direcdo ao utero, movimentando nessa
direcao o odcito e uma pelicula de muco produzido pelas células secretoras (PALTIELI et al.,

1995; HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Anélogo a isso, ha evidéncias de que no ambiente externo ressonancias naturais do
campo eletromagnético terrestre podem produzir efeitos bioldgicos, psicoldgicos e
comportamentais no corpo dos seres vivos. Esse fendmeno fisioldgico ¢ conhecido como
ressonancia de Schumann, um conjunto de frequéncias eletromagnéticas naturais que existem
no espago entre a superficie da Terra e a ionosfera e ocorre em frequéncias entre 3 ¢ 69Hz

(MITSUTAKE et al., 2005; ISACHENKO et al., 2017).

A partir desse conhecimento, estudos comegaram a ser desenvolvidos em busca de
compreender como as vibragdes poderiam interferir na maturagdo, fertilizacdo e
desenvolvimento embrionario in vitro. Isso se deve a tentativa de mimetizar a0 maximo as

condi¢des que ocorrem naturalmente no sistema reprodutor.
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2.3. Maturacao In Vitro de embrioes bovinos: condi¢coes estaticas

A maturagao in vitro ¢ uma das etapas da PIVE que permite que os oocitos mantidos em
placas de petri adquiram a competéncia para serem fecundados e alcancem a fase de metafase
IT (GILCHRIST et al., 2008). A maturagdo oocitaria depende de uma sequéncia orquestrada de
eventos envolvendo o odcito e os constituintes foliculares, como as células do cumulus, para
produzir o6citos competentes para sustentar o desenvolvimento (DEL COLLADO et al., 2017).

Todo esse processo se inicia a partir da coleta e selegao de odcitos.

Por meio da selegdo ¢ possivel resgatar uma grande quantidade de odcitos ainda
imaturos no ovario, no entanto, quando comparado aos odcitos maturados in vivo, 0s
Complexos Cumulus-oocito (COC’s) maturados in vitro t€ém a capacidade de desenvolvimento
diminuida (GILCHRIST et al., 2008). Em contraste com os humanos, onde os 06citos sdo
coletados principalmente durante o estadio MII, os o6citos bovinos devem ser maturados em
laboratorio devido a dificuldade de obten¢ao de quantidades significativas de oocitos maturados
in vivo, visto que os odcitos recuperados estdo em diferentes estddios de desenvolvimento e

atresia (RAUBER et al., 2003; AGUILA et al., 2020).

Durante a etapa de maturagdo, o o6cito precisa passar por mudangas citoplasmaticas e
nucleares sequenciais, para que se torne apto a fecundagao. Para atingir resultados satisfatorios,
¢ de suma importancia que os processos de maturacdo, tanto nuclear quanto citoplasmatica,
ocorram de maneira simultanea. Tais mudancas tém inicio através da ruptura mecanica de
contato do odcito, que se encontra no estadio dipldteno da profase I, com as células foliculares,
0 que confere a0 mesmo o processo de maturacdio do nucleo até atingir a metafase
(GONCALVES et al., 2007; VARAGO et al., 2008; GILCHRIST; THOMPSON, 2007), uma
vez que essas células sdao responsaveis pela produgdo de fatores inibitdrios que mantém os

odcitos quiescentes (SIRARD et al., 1998).

Para que esses processos ocorram, 0 odcito necessita ser acondicionado em uma estufa
por um periodo de maturagao que pode levar de 18 a 24 horas, submetido a uma atmosfera
controlada com 5% de CO2 em ar e umidade saturada (GONCALVES et al., 2007; VARAGO
et al., 2008), sendo depositado em meio adequado para sua sobrevivéncia, disposto em gotas
em placa de petri. Dos meios de cultura e maturagao, destaca-se o Tissue Culture Medium 199
(TCM 199®), onde na maioria dos protocolos, ¢ suplementado com soro fetal bovino (SFB),

aminoacidos como L-glutamina, bicarbonato de sédio, FSH, LH, estradiol-17f, piruvato de
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sodio, lactato, vitaminas e antibidticos que auxiliam no desenvolvimento do mesmo (GANDHI

et al., 2000; SMETANINA et al., 2000).

Diferente do que ocorre in vivo, os odcitos maturados in vitro constantemente tém seu
metabolismo alterado e um potencial de evolugao reduzido. Este fato pode ser atribuido tanto a
limitagdes no meio de maturagao, como por fatores intrinsecos do odcito. Quando um sistema
de cultura estatico ¢ utilizado, o unico fator que previne os efeitos deletérios dos metabolitos &

trocar o meio de cultura por meio fresco. (KRISHER et al., 2004; ISACHENKO et al., 2011).

Nesse sentido, as condi¢des estaticas proporcionadas pela maturagdo do odcito em
placas de Petri faz com que o metabolismo celular, ao consumir os aminoécidos contidos no
meio, resulte em acumulo de amonia no meio intracelular (HAMMON et al., 2000) e radicais
livres oriundos do oxigénio (JOHNSON et al., 1994), o que gera uma supressao do
desenvolvimento embrionario em funcao de sua toxicidade, podendo causar retardo na técnica

ou perda de material biologico (TAKAHASHI et al 2018).

Apesar de protocolos e técnicas cada vez mais avangadas, os resultados alcangados
ainda sdo relativamente baixos quando comparadas a produgdo in vivo, assim, apenas 30% do
total de odcitos conseguem atingir o estadio de blastocisto e, desses, apenas 50% dos embrides
culminam em uma prenhez, (MELLO et al., 2016). As taxas de maturacdo variando entre 50%
a 80% mostram a importancia de buscar estratégias para melhoria desta etapa, que pode ser

limitante para o sucesso da PIVE (GUEMRA et al., 2013; CARNEIRO et al., 2019).

Uma possivel explicacdo para a baixa eficiéncia nos resultados na PIVE, consiste na
falta de aproximacao em alguns aspectos com o que acontece naturalmente, como por exemplo,
a movimentag¢do dindmica e constante em que esses 00citos sao submetidos durante o processo
de maturagdo in loco. Quando comparado ao processo in vitro, que acontece de maneira estatica
em uma placa de Petri, os resultados obtidos sdo consideravelmente inferiores. Visando elevar
a produtividade desse processo, acredita-se que associar uma dindmica de movimento através
de vibragdes, durante a maturagdo, otimiza o processo, melhorando consequentemente os

resultados (DODE et al., 2001 MIZOBE et al., 2010)

2.4. Vibracoes mecanicas

O efeito estimulante da vibragao nos sistemas vivos ¢ bem conhecido e desempenha um

papel relevante na transducdo mecanica, que € essencial para a sobrevivéncia das células.
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Quando aplicadas em células somadticas cultivadas in vitro ativam sua proliferacdo e
propriedades secretoras (ISACHENKO et al., 2011). Estudos laboratoriais realizados
demonstraram que tais vibragcdes podem aumentar tanto a proliferacio de condrécitos
articulares bovinos cultivados, como de osteoblastos. (TANAKA et al.,2003; KAUPP;
WALDMAN, 2008).

Estudos realizados em humanos investigaram os efeitos da agitacdo mecénica durante a
maturagdo e cultivo in vitro em o6citos e embrides antes do transplante e chegaram a conclusao
de que intervalos curtos e regulares de vibragdes mecanicas aumentam consideravelmente as
taxas de desenvolvimento (ISACHANEKO et al., 2010; ROMANOV et al, 2018). Resultados
similares foram descritos por Takahashi et al. (2018), no qual estes observaram que a vibragao
mecanica moderada foi benéfica tanto para maturagdo oocitaria, quanto para o desenvolvimento
embriondrio in vitro de bovinos, uma vez que o numero de blastocistos foi consideravelmente
maior na frequéncia de 40Hz do que nas demais, enquanto uma vibragdo mais intensa, acima

de 80 Hz mostrou-se prejudicial para o desenvolvimento.

A vibragao mecanica também demonstrou ser benéfica durante a maturagao in vitro de
odcitos de suinos, os quais foram submetidos a uma frequéncia de 20 Hz. Apesar de ndo ter
afetado a proporc¢ao de odcitos que atingiram o estadio de metafase II, as taxas de formacgao de
blastocisto foram significativamente maiores (P < 0,05) do que os obtidos para odcitos

maturados sem a vibragdo mecanica (MIZOBE et al., 2010).

Ao avaliar a eficiéncia das vibragdes mecanicas na transferéncia nuclear de células
somaticas interespécies (TNCS) de leopardos, Shahverdi et al. (2022) descreveram resultados
promissores durante a MIV. Neste estudo houve melhora significativa na expansao das células
do cumulus, bem como na progressao de MII de oocitos de gatos domésticos. Entretanto, os
odcitos foram menos tolerantes ao procedimento de TNCS, os quais foram medidos pelas taxas

de formacao de odcitos reconstruidos, que foram inferiores ao grupo controle.

O uso de vibragdo sonora (musica) também foi proposto para melhorar a qualidade de
embrides humanos produzidos in vitro. Embrides de um grupo foram cultivados em condi¢des
de musica constante e o segundo grupo sob condic¢des padrao. Foi descoberto que o cultivo de
odcitos e embrides sob condi¢cdes de vibragdo sonora aumentou significativamente o sucesso

da fertilizagdo. Neste caso, o tipo de méisica ndo teve influéncia (LOPEZ-TEIJON et al., 2015).
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Em pesquisa realizada recentemente observou-se que ao se aplicar vibragdes de 45Hz
por 5 segundos a cada 60 minutos em blastocistos descongelados, a incidéncia de apoptose foi
reduzida em duas vezes apo0s a vitrificacao e descongelamento. Além disso, a vibragao levou a
alteragdes epigenéticas e transcricionais, com 502 genes diferentes expressos em relagdo ao
grupo controle, revelando alteracdes importantes em vias como fosforilagdo oxidativa e de
sinalizagdo que regulam a pluripoténcia de células-tronco, os quais se assemelham aos embrides

produzidos in vivo (SANTOS et al., 2023).

Quando o od6cito € maturado em condigdes estaticas em placas de Petri, o metabolismo
celular, ao consumir os aminoacidos contidos no meio, resulta em acumulo de amonia no meio
intracelular e radicais livres oriundos do oxigénio, o que gera uma supressao do
desenvolvimento embrionério em funcao de sua toxicidade, podendo causar retardo na técnica

ou perda de material biologico (JOHNSON et al., 1994; HAMMON et al., 2000).

O desenvolvimento embriondrio através de movimentos vibratdrios acontece de forma
mais rapida, e tal fato pode estar associado a dois fatores principais. Inicialmente, devido a uma
ativacdo de resposta intracelular, induzida pelas vibragdes, o qual afeta a expressao génica em
células endoteliais vasculares e através do auxilio na eliminagdo residual produzida pelo
metabolismo celular do embrido (TAKAHASHI et al 2018). Portanto, uma consideragao
cuidadosa e abordagens alternativas podem ser necessarias para mitigar os efeitos negativos e

melhorar a taxa de sucesso da maturagao do odcito.
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4 HIPOTESES CIENTIFICAS

I- O protoétipo transmite vibragdes adequadas para a placa de Petri que favorecem o processo

de maturacao in vitro.

II- O uso de vibragdes sonoras promove o aumento na taxa de maturagdo de odcitos sob

condi¢des in vitro.
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5 OBJETIVOS

5.1. Objetivo geral

Avaliar o desempenho de protétipo que emite diferentes frequéncias de vibragdes sobre

as taxas de maturagao em o0citos bovinos durante a MIV.

5.2. Objetivos especificos

a) Desenvolver modelo de prototipo que promova vibragdes durante o processo de

maturacao in vitro de o6citos bovinos.

b) Determinar a frequéncia de vibracdo que ocorrem as melhores taxas de maturagao

de odcitos utilizando um modelo de protoétipo a ser validado.



25

6 MATERIAL E METODOS

6.1. Delineamento experimental

O experimento foi realizado entre os meses de agosto a dezembro de 2022 e foram
utilizados ovéarios de vacas mestigas provenientes de abatedouro. Foram obtidos um total de
aproximadamente 360 complexos cumulus-odcitos (COCs) no mesmo estagio de maturagao e
divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais, cada um representando frequéncias de
vibragdes diferentes: grupo 1 (30Hz), Grupo 2 (50Hz) e para garantir a validade do estudo, foi
incluido um grupo controle (sem vibragdes). foram colocados aproximadamente 20 COCs por

gota em uma placa de cultivo em cada grupo e para os mesmos foram realizadas seis repetigoes.

6.2. Fabricacao do prototipo

O prototipo foi fabricado no Laboratorio de Tecnologias Reprodutivas e Inovacdes em
Modelos Animais (TRIMA) e consiste em dois dispositivos Android que emitem ondas de
frequéncia sonora, variando de 20Hz a 20kHz, com uso do software Frequency Generator, o
qual fornece informag¢des a um amplificador, dessa forma, o impulso advindo da fonte de
alimentacdo ¢ convertido em energia oscilatdria, transmitida como som para os alto-falantes,

acoplados a mesas de polimetilmetacrilato na qual placas de petri sdo acomodadas (figura 1).

Mesa de polimetilmetacrilato

Amplificador

Fonte de alimentacdo

Dispositivos Android Software Frequency generator

Figura 1- Dispositivo de vibra¢do personalizado

Fonte: Acervo do autor
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6.3. Coleta e selecao de oodcitos

Os odcitos foram colhidos por aspiracdo de ovarios provenientes de matadouro com no
maximo 2 horas ap6s o abate e transportados até o laboratdrio em solucdo fisiologica (0,9%
NaCl) aquecida a 37°C. Os od6citos foram aspirados de foliculos com didmetro entre 3 a 8§ mm
utilizando agulha 25mmx0,8mm, acoplada a seringa de 10ml e transferidos para tubo conico
graduado para centrifuga. Em seguida, foram colocados em banho-maria a 37°C durante 10

minutos para decantacao dos COCs.

A selegdo dos odcitos foi realizada com o sedimento decantado em placas de Petri, com
auxilio de estereomicroscopio e selecionados apenas COCs com citoplasma homogéneo, com
no minimo trés camadas de células. Os oocitos selecionados foram lavados em gotas de 100uL
do meio de lavagem (TCM-199 HEPES suplementado com 10% de soro fetal bovino, 22mg de

piruvato de sédio e 50 pg de sulfato de gentamicina).

6.4. Maturacao In Vitro e vibracoes mecanicas

Os oocitos foram maturados em gotas de 100 pL. no meio de cultivo TCM199®
suplementado com 0,2mM de piruvato de sédio, 10% de soro fetal bovino (SFB), 5 pg/ml de
FSH, 50 ng/ml de LH e cobertas com 6leo mineral, em incubadora controlada com 5% de CO2
e 38,5°C. As placas de Petri dos grupos 30Hz e 50Hz ficaram acopladas ao protétipo que
produzia vibragdes com duracao de 5 segundos a cada 60 minutos, durante 24 horas, enquanto

os odcitos do grupo controle ndo foram submetidos a vibragoes.

6.5. Avaliacao da maturacao nuclear

Ao final da maturagdo os oocitos foram lavados trés vezes em PBS e posteriormente
removidas as células do cumulus em gotas de hialuronidase, através de aspiragdes repetidas. Os
odcitos desnudos foram expostos ao corante Hoechst 33342, na concentragdo de 1pg/mL em
PBS, e incubados por quinze minutos, no escuro. Apds este tempo, foram lavados trés vezes
em PBS, transferidos para lamina, cobertos por uma gota de glicerol e avaliado a taxa de
maturacao no microscopio de fluorescéncia (excitacdo 404 nm e emissao 526 nm). Os oocitos
foram classificados como imaturos (configuragdo nuclear em vesicula germinativa — VG,
quebra da vesicula germinativa - QGV, metafase 1) e os odcitos em metafase II foram

considerados maturados.
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6.6. Avaliacio da maturacio citoplasmatica e do potencial de membrana

mitocondrial (PMM)

Para avaliacdo da distribui¢ao citoplasmatica das mitocondrias os odcitos foram lavados
trés vezes em PBS, desnudados em hialuronidase e incubados por 30 minutos protegidos da luz
em PBS acrescido de 500 nM da sonda fluorescente MitoTracker Red® (CMXROs, Molecular
Probes, Invitrogen, Oregon, USA) a 38,5°C. Posteriormente, foram lavados trés vezes em gotas
de PBS e analisados em microscopio de fluorescéncia (excitacdo 543 nm e emissao 575 nm).
A classificagdo da maturagcdo oocitaria foi baseada na distribuicdo das mitocondrias no
citoplasma celular. Odbcitos totalmente maturados apresentaram maior propor¢cdo de
mitocondrias dispersas pelo citoplasma, enquanto odcitos imaturos apresentaram mitocondrias

localizadas principalmente na periferia.

Para quantificar o potencial de membrana mitocondrial, foram capturadas imagens dos
odcitos, armazenadas e analisadas com auxilio do software NIH Imagel, sendo os resultados
expressos em pixels. A intensidade do sinal no fundo da imagem “background” foi diminuido
dos valores. O grupo controle - sem vibragdo foi escolhido como calibrador e o valor de cada
imagem foi dividido pela sua média para gerar as unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF).

A intensidade de fluorescéncia, ¢ diretamente proporcional ao PMM.

6.7. Analise estatistica

Os dados foram expressos em valores de média £+ erro padrao, bem como minimo e
maximo através do programa estatistico SAS v8 (System for Windows - SAS Institute Cary,
North California; USA). Apds verificagdo da normalidade por Shapiro-Wilk e
homocedasticidade de variancia por Levene, diferencas estatisticas entre os grupos
experimentais para cada variavel estudada foram verificadas, quando paramétricos, através da
Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Ja quando rompido a distribuicao
gaussiana, foram analisados por Kruskal-Wallis. Dados percentuais foram transformados

arcoseno. Diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para aumentar os indices de produgao in vitro de embrides ¢ de fundamental importancia
a realizacdo de pesquisas primordiais voltadas para a padroniza¢ao dos métodos de controle
oocitario que possam gerar o conhecimento necessario para o avango da area da biologia
reprodutiva e melhoria dos resultados das Tecnologias de Reprodugdo Assistida
(GONCALVES, 2007). Por se tratar de uma tecnologia ainda pouco estudada, o presente estudo
sinaliza perspectivas de novos ensaios com prototipos e vibragdes durante a MIV e demais

etapas da PIVE em bovinos.

Em relagdo a maturagdo nuclear (grafico 1), observou-se que nao houve diferencga
significativa (P>0,05) entre o grupo controle (62,5%) e os grupos com vibra¢des de 30Hz
(64,7%) e 50Hz (69,6%). A maturacdo nuclear ¢ caracterizada pela saida do odcito do estadio
de dipldteno da profase I até atingir a metafase II (figura 2), para isso acontecer, o gameta requer
condi¢gdes ambientais ideais e estimulos hormonais. Essa etapa ¢ de extrema importancia, pois
desempenha um papel crucial para o desenvolvimento do embrido (GOTTARDI; MINGOTI,
2009).

Figura 2- Imagem representativa de oo6cito maturado corado com a sonda Hoechst 33342.
Barras de escala = 20 pum. P>0,05.

Fonte: Acervo do autor
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Os resultados do presente estudo corroboram com os achados de Mizobe; Yoshida;
Miyochi. (2010) em suinos e Yang et al. (2019) em humanos, nos quais a aplicagdo de vibragdes
mecanicas durante a MIV também nao afetou a maturacao nuclear. Entretanto, no mesmo
estudo houve um maior desenvolvimento embrionario, o que pode sugerir que o efeito benéfico

das vibragdes pode ser notado nas etapas seguintes a maturacao.

Por outro lado, outra pesquisa realizada em humanos foi possivel observar que as taxas
de maturagdo de odcitos cultivados em vibracao continua de 10 Hz foi maior do que a de odcitos
em cultura estatica convencional, bem como aumentou a taxa de desenvolvimento de
blastocistos partenogenéticos (LIU et al., 2022). Naturalmente, durante a passagem pelo trato
reprodutivo, os 06citos e embrides sdo expostos tanto a alteracdes quimicas como a estimulos
mecanicos leves. Neste caso, a vibragdo continua possibilitou a aproximacao do ambiente que
as células seriam submetidas in vivo, como contra¢des de misculos e movimentos ciliares, que
sdo responsaveis por mover ou fixam os oocitos e embrides (MONTENEGRO-JOHNSON,
2022).

Entretanto, a metodologia aplicada no estudo realizado por Liu et al. (2022), no qual
utilizaram vibracdo continua e em baixa frequéncia difere do presente estudo, no qual as
configuragdes de intensidade e duracao da vibragdo utilizadas foram baseadas em pesquisas
anteriores realizadas em suinos (MIZOBE et al., 2010) ¢ em bovinos (TAKAHASHI et al.,
2018), os quais aplicavam as vibragdes em intensidades maiores e intervaladas. O impacto da
pressao sonora nao ¢ uniforme, pois varia em fungdo de varios fatores, como frequéncias de
onda, duracdes de exposi¢ao e estrutura harmonica do som. Consequentemente, diferentes
combinagdes desses fatores podem resultar em efeitos variados no ambiente (LOPEZ-TEIJON

et al., 2015)

Apesar de TAKAHASHI et al. (2018) descreverem um estudo sobre a eficdcia das
vibragdes em od6citos bovinos durante a maturacdo, o qual corresponde ao Unico estudo
publicado até o momento e com esse proposito na espécie, os efeitos descritos foram avaliados
somente na fase de blastocisto. Nesse caso, houve um aumento no desenvolvimento de
blastocistos na frequéncia de 40Hz em relagdo ao grupo controle, porém nao foram relatados

os efeitos benéficos diretamente relacionados com a maturagao.

J& no presente estudo, as intensidades da estimulagdo vibratoria utilizadas de 30 e 50
Hz aplicadas aos oocitos imaturos foram escolhidas com o objetivo de definir os melhores

parametros para a espécie. Entretanto, observou-se que ndo houve aumento no potencial de
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desenvolvimento dos odcitos, podendo expandir as buscas para diferentes frequéncias, assim

como para a duracdo das vibragdes e o intervalo entre elas.
Grafico 1- Média (+ erro padrdo) da porcentagem (%) de odcitos em diferentes estadios de
maturagdo nuclear submetidos a vibra¢ao sonora durante a MIV, avaliados por meio da sonda

fluorescente Hoescht 33342.
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Em relagdo a distribuigdo mitocondrial (grafico 2), nao houve influéncia (P>0,05) na
maturacdo citoplasmatica entre oocitos do grupo controle (56,09%), no grupo de 30Hz
(60,65%) e de 50Hz (58,67%). O arranjo e a fun¢do das mitocondrias desempenham um papel
vital nos processos citoplasmaticos e atuam como um indicador facilmente observavel da
compartimentalizagdo. O papel principal da mitocondria € criar ATP, necessario para suportar
os processos de maturacdo oocitaria, fertilizacdo e desenvolvimento embrionario. Odcitos
totalmente maduros com uma quantidade significativa de mitocondrias dispersas pelo
citoplasma sdo considerados mais competentes (figura 3), pois altos niveis de mitocondrias
estao ligados a produgao de ATP e, posteriormente, ao crescimento embrionario. O fato de ndo
detectar diferengas entre os grupos avaliados indica que a vibragao nao teve efeitos deletérios e
ndo interferiu no desenvolvimento final dessas células. Em odcitos bovinos, a redistribuigao
citoplasmatica prejudicada pode reduzir a qualidade celular e desencadear a apoptose. (YU et

al., 2010; VAN BLERKOM, 2011).
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Figura 3- Imagem representativa de o6cito maturado (seta) e imaturo (ponta de seta) corado
com sonda MitoTracker Red®. Barras de escala = 20 pm. P>0,05.

Fonte: Acervo do autor

Os achados aqui apresentados diferem dos relatados por Mizobe, Yoshida e Miyochi
(2010), que observaram um aumento na atividade citoplasmatica in vitro de odcitos suinos
devido a vibragdao mecanica. Tal efeito foi atribuido a secrecdo aprimorada e ao potencial de
desenvolvimento das células cumulus, que sdo importantes no suporte a funcao citoplasmatica
dos odcitos. Entretanto, ndo foi realizada nenhuma avaliagdo direta sobre maturagdo
citoplasmatica para comprovar tal hipdtese, o que refor¢a a pressuposi¢do que o efeito das
vibragdes € benéfica durante a maturacdo nuclear e citoplasmatica e percebido nas fases

embrionarias.
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Grafico 2- Média (+ erro padrao) da porcentagem (%) de odcitos maturos e imaturos submetidos
a vibragdo sonora durante a MIV, avaliando a maturagdo citoplasmatica por meio da sonda

fluorescente MitoTracker Red®.
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A implementacdo de distintas frequéncias também ndo resultou em diferenca
significativa (P>0,05) no potencial de membrana mitocondrial de oocitos ao final da MIV
(Gréfico 3), o qual variou de 0,92 no grupo de 50Hz a 1,0 no grupo controle. A qualidade dos
odcitos esta intimamente relacionada ao numero e funcdo das mitocOndrias, pois estas
desempenham um papel crucial no processo de maturagdo. A medida que o odcito se
desenvolve, as mitocondrias exibem mobilidade significativa e se agregam em locais
especificos para atender aos altos requisitos de energia. A funcdo bioenergética dos oocitos €

determinada pelo potencial de suas membranas. (CHIARATTI et al., 2018)

Nao foi observada nenhuma tendéncia ao aumento do PMM. Essas observagdes
corroboram com descobertas anteriores, indicando consumo reduzido de oxigénio e baixa
producao de ATP em estagios iniciais de o6citos e embrides. Isso € consistente com o uso da
via de resgate de adenosina pelo o6cito bovino como um meio alternativo de geracdo de ATP

para atender as suas necessidades de energia. (SCANTLAND et al., 2014; LODDE et al., 2021)
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Grafico 3- Média (+ erro padrdo) da intensidade de fluorescéncia de oocitos submetidos a

vibragdo sonora durante a MIV, avaliando potencial bioenergético de odcitos bovinos.
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Apesar de seu uso estar sendo cada vez mais estudado e associado a efeitos benéficos,
as consequéncias da aplicacdo das vibragdes ainda nao estao totalmente elucidadas. Estudos
recentes mostraram que submeter odcitos de gato doméstico a vibragdo a uma frequéncia de 44
Hz por 5 segundos por hora melhoram a maturag@o nuclear e a expansao das células cumulus.
No entanto, a taxa de sobrevivéncia de odcitos reconstruidos e a qualidade dos blastocistos
foram significativamente menores na vibragao do que no grupo controle (SHAHVERDI et al.,
2022). Possivelmente, esses resultados podem ser devidos a frequéncia utilizada de 44Hz por 5

segundos, a qual pode necessitar de mais adaptagdes.

Em relagdo aos equipamentos geradores de vibragdo, pode-se destacar diferencgas entres
os equipamentos citados nos demais trabalhos e o equipamento fabricado para este estudo.
Primeiramente, os equipamentos utilizados nas demais pesquisas emitem vibragdes oriundas de
motores elétricos e motores vibracall (ISACHENKO et al., 2010; MIZOBE; YOSHIDA;
MIYOCHI, 2010; ASANO; MATSUURA, 2014; TAKAHASHI et al., 2018; YANG et al.,
2019; LIU et al., 2022), enquanto o protdtipo fabricado para o presente estudo emite vibragdes
de origem sonora. Nesse quesito, ha diferengas relacionadas com a fonte, meio, frequéncia,

forma de onda, percep¢dao e aplicagdo. Entender essas diferencas ¢ importante para o
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aprimoramento de equipamentos e parametros a fim de se alcangar resultados mais promissores

durante a maturagao in vitro de odcitos e producdo in vitro de embrides.
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8 CONCLUSAO

Ao avaliar o uso do dispositivo de vibragao personalizado, pode-se concluir que o
mesmo transmite vibragdes nas frequéncias programadas para a placa de Petri e ndo causou
efeitos deletérios aos odcitos. As vibragdes mecanicas geradas a partir de prototipo nas
frequéncias de 30Hz e 50Hz ndo demonstraram ter variagdes maléficas nos odcitos bovinos
durante a maturagdo. Mais pesquisas sdo necessdrias para entender completamente os
mecanismos subjacentes a esses efeitos e explorar outras aplicagdes potenciais, incluindo a
melhoria das demais etapas da produgdo in vitro, com foco nas potenciais aplicagdes comerciais

no campo da biotecnologia reprodutiva.

O estudo realizado ¢ pioneiro na avaliacdo da matura¢do nuclear e citoplasmatica em
odcitos bovinos submetidos a vibragdes e os resultados apresentados apontam, pela primeira

vez, a auséncia de efeitos positivos ou nocivos nesta etapa da produgao in vitro de embrides.
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Abstract

The stimulating effect of vibration in living systems plays an important role in mechanical
transduction, essential for cell development. In order to increase the success rate of In Vitro
Embryo Production (IVEP), the use of low frequency vibrations during In Vitro Maturation
(IVM) has shown to be promising in terms of the results obtained. In this context, the aim was
to evaluate the effect of vibrations and validate a device that emits sound frequencies during
the maturation of bovine oocytes. For this, oocytes from ovaries collected in a slaughterhouse
were matured and submitted to vibrations during 5 seconds, 60 minutes interval, for 24 hours,
at frequencies of 30 and 50 hz, while the control group was maintained without the effect of
vibrations. At the end of maturation, the oocytes were exposed to the Hoechst 33342 marker to
assess nuclear maturation and Mitotracker Red to assess cytoplasmic maturation and
mitochondrial membrane potential (MMP). Data were expressed as mean + standard error
values. After the verification of normality by Shapiro-Wilk and homoscedasticity of variance
by Levene, statistical differences between the experimental groups for each variable studied
were verified (p < 0.05). In the analyzed variables, there was no significant difference (P>0.05)
between the control group and the groups with vibrations of 30Hz and 50Hz. As this is a
technology that has yet to be studied, the present study indicates perspectives for new tests with

vibrations and prototypes during [IVM and other stages of IVP in cattle.

Keywords: Vibrations. Oocyte. In vitro Production of Embryos. Cattle.

Introduction

In recent years, productivity in cattle raising has increased significantly, mainly due to
the intensive selection of productive traits through reproductive biotechnologies. Biotechniques
such as in vitro embryo production are being increasingly improved to maximize the
reproductive potential of cattle and improve productivity indicators.!!! Although IVEP has
reached large proportions in Brazil, there are still some limitations, such as the low rate of
blastocysts, resulting in an increase in the cost of each embryo produced. The main factor that
influences IVEP variation is oocyte competence, that is, the ability of this cell to return meiosis
and proceed successfully in the following stages. !

During in vitro maturation and development, culture conditions such as temperature and
culture medium composition are adjusted to simulate what occurs in vivo. In the traditional

technique, the oocytes and embryos are deposited in a Petri dish for static cultivation, opposing
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the natural conditions of initial development of embryos in the uterine tube and uterus, where
they are transported, receiving mechanical stimuli by muscle and ciliary contractions.]

Studies using oocytes, proved that the rate of blastocyst development was increased by
mechanical vibrations provided during in vitro maturation and/or development in humans, pigs,
mouse, felids and in cattle.[*ISICI7I8] Embryonic development through vibratory movements
happens more quickly, and this fact may be associated with two main factors. Initially, due to
an activation of intracellular response, induced by vibrations, which affects gene expression in
vascular endothelial cells and through aiding in the residual elimination produced by the cellular
metabolism of the embryo [*!

During the in vitro maturation of bovine oocytes, the only vibration parameters used so
far were 20, 40 or 80 Hz, during 5 seconds every 60 minutes.®! In this study, the blastocyst
development rate increased significantly in the 40 Hz group compared to the control group.
However, the efficiency of embryo production can be further improved if it is possible to

determine the best vibration magnitude.

Materials and methods

Collection and selection of oocytes

Oocytes were collected by aspiration of ovaries from slaughterhouses and transported
to the laboratory in a regulatory solution (0.9% NaCl) heated to 37°C. The oocytes were
aspirated from follicles with a diameter between 3 and 8 mm using a 25 mm x 0.8 mm needle,
coupled to a 10 ml syringe and transferred to a graduated conical tube for a centrifuge. Then,
they were placed in a water bath at 37°C for 10 minutes to decant the cumulus-oocyte
complexes.

The selection of oocytes was performed with the sediment decanted into Petri dishes,
with the aid of a stereomicroscope, and only COCs with homogeneous cytoplasm, with at least
three layers of cells, were selected. Selected oocytes were washed in 100 pL drops of washing
medium (TCM-199 HEPES supplemented with 10% fetal bovine serum, 22 mg of sodium

pyruvate and 50 pg of gentamicin sulfate).

In vitro maturation and mechanical vibrations

Oocytes were matured in 100 pL drops in TCM199® culture medium supplemented
with 0.2 mM sodium pyruvate, 10% fetal bovine serum (FBS), 5 pg/ml FSH, 50 pg/ml LH and
covered with mineral oil , in a controlled incubator with 5% CO; and 38.5°C. Petri dishes from

the 30Hz and 50Hz groups were attached to a customized vibration device that produced
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vibrations lasting 5 seconds every 60 minutes for 24 hours, while the oocytes from the control

group were not submitted to vibrations.

Assessment of nuclear maturation

In the end of maturation, the oocytes were washed three times in PBS and then the
cumulus cells were removed from the oocytes in drops of hyaluronidase, through repeated
aspirations. Oocytes were exposed to Hoechst 33342 dye, at a concentration of 1pug/mL in PBS,
and incubated for fifteen minutes in the dark. After that time, they were washed three times in
PBS, transferred to a slide, covered with a drop of glycerol, and the maturation speed evaluated
in a fluorescence microscope (excitation 404 nm and emission 526 nm). Oocytes were classified
as immature (nuclear configuration in germinal vesicle — GV, germinal vesicle rupture — GVQ,

metaphase I) and oocytes in metaphase Il were considered mature.

Assessment of cytoplasmic maturation and mitochondrial membrane potential (MMP)

To assess mitochondrial cytoplasmic distribution, oocytes were washed three times in
PBS, peeled in hyaluronidase, and incubated for 30 minutes protected from light in PBS plus
500 nM MitoTracker Red® fluorescent probe (CMXROs, Molecular Probes, Invitrogen,
Oregon, USA ) at 38.5°C. Subsequently, they were washed three times in drops of PBS and
analyzed under a fluorescence microscope (excitation 543 nm and emission 575 nm). Oocyte
maturation was classified according to the distribution of mitochondria in the cell cytoplasm,
as adopted by Katska-Ksiazkiewicz.!”!

To quantify the mitochondrial membrane potential, images of the oocytes were
captured, stored and analyzed in the NIH Imagel software and the results were expressed in
pixels. The signal strength in the background of the image has been decreased from the pixels
values. The control group - no vibration was chosen as calibrator and the value of each image
was divided by its mean to generate the arbitrary fluorescence units (AUF). The fluorescence

intensity is directly proportional to the MMP.

Statistical analysis

Approximately 20 oocytes were used per drop, totaling 6 repetitions for each group.
Data were expressed as mean =+ standard error, minimum and maximum values using the SAS
v8 statistical program (System for Windows - SAS Institute Cary, North California; USA).
After verification of normality by Shapiro-Wilk and homoscedasticity of variance by Levene,

statistical differences were verified between the experimental groups for each variable studied,
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when parametric, through Analysis of Variance (ANOVA) followed by Tukey's test. When the
Gaussian distribution was broken, they were analyzed by Kruskal-Wallis. The percentage data

will be arcsine transformed. Differences were considered significant when p < 0.05.

Results

Regarding nuclear maturation (graph 1), it was observed that there was no significant
difference (P>0.05) between the control group (62.5%) and the groups with 30Hz (64.7%) and
50Hz vibrations (69.6%).

Concerning mitochondrial distribution (graph 2), there was no influence (P>0.05) on
cytoplasmic maturation among oocytes in the control group (56.09%), in the 30Hz group
(60.65%) and 50Hz group (58 .67%).

The implementation of different frequencies (graph 3) also did not result in a significant
difference (P>0.05) in the mitochondrial membrane potential of oocytes at the end of IVM,

which ranged from 0.92 in the 50Hz group to 1.0 in the group control.

Discussion

The study carried out is a pioneer in the evaluation of nuclear and cytoplasmic
maturation in bovine oocytes submitted to vibrations and the results presented point out, for the
first time, the absence of positive or harmful effects in this stage of the in vitro production of
embryos.

The results of the present study corroborate previous findings in pigs and humans, in
which the application of mechanical vibrations during IVM also did not affect nuclear

101 However, in the same studies there was a greater embryonic development,

maturation.”
which may suggest that the beneficial effect of vibrations can be noticed in the stages following
maturation.

On the other hand, another research carried out in humans showed that the maturation
rates of oocytes cultured in continuous vibration of 10 Hz was higher than that of oocytes in
conventional static culture, as well as increased the rate of development of parthenogenetic
blastocysts.!!!) Naturally, during passage through the reproductive tract, oocytes and embryos
are exposed to both chemical changes and mild mechanical stimuli. In this case, the continuous
vibration made it possible to approach the environment that the cells would be subjected to in

vivo, such as muscle contractions and ciliary movements, that are responsible for moving or

fixing the oocytes and embryos.[!?!
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However, the methodology applied in the aforementioned study, which used continuous
low-frequency vibration differs from the present study, in which the settings of intensity and
duration of microvibration used were based on previous research carried out in pigs and in
cattle, which applied vibrations at higher and interval intensities. °®] The impact of sound
pressure is not uniform, as it varies depending on several factors, such as wave frequencies,
exposure durations and the harmonic structure of the sound. Consequently, different
combinations of these factors can result in varying effects on the environment.[!*]

Fully mature oocytes with a significant amount of mitochondria dispersed throughout
the cytoplasm are considered more competent (figure 2), as high levels of mitochondria are
linked to ATP production and subsequently to embryonic growth. The fact of not detecting
differences between the evaluated groups indicates that the vibration had no deleterious effects
and did not interfere in the final development of these cells. In bovine oocytes, impaired
cytoplasmic redistribution can reduce cell quality and trigger apoptosis.['4I!]

The findings presented in cytoplasmic maturation differ from those previously reported,
where an increase in in vitro cytoplasmic activity of pigs oocytes due to mechanical vibration
was observed.”) This effect was attributed to the enhanced secretion and developmental
potential of cumulus cells, which are important in supporting the cytoplasmic function of
oocytes. However, no direct assessment of cytoplasmic maturation was carried out to prove this
hypothesis, which reinforces the assumption that the effect of microvibrations is beneficial
during nuclear and cytoplasmic maturation and is perceived in the embryonic stages.

No trend towards an increase in MMP was observed. These observations corroborate
previous findings indicating reduced oxygen consumption and low ATP production in early
stages of oocytes and embryos. This is consistent with the use of the adenosine rescue pathway
by the bovine oocyte as an alternative way of generating ATP to meet its energy needs.!'*!17]
The quality of oocytes is closely related to the number and function of mitochondria, as they
play a crucial role in the maturation process. As the oocyte develops, mitochondria exhibit
significant motility and aggregate at local locations.

In the present study, the used vibratory stimulation intensities of 30 and 50 Hz applied
to immature oocytes were chosen in order to define the best parameters for the species.
Nevertheless, it was observed that there was no increase in the developmental potential of
oocytes, and searches could be expanded to different frequencies, as well as to the duration of

vibrations and the interval between them.
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Graph 1- Evaluation of the influence of sound vibration on nuclear maturation after in vitro

maturation.
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Graph 2- Evaluation of the influence of sound vibration on the cytoplasmic maturation of

oocytes matured in vitro.
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Graph 3- Evaluation of the influence of sound vibrations on the bioenergetic potential of bovine

oocytes matured in vitro.
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Figure 1- Representative image of matured oocyte stained with Hoechst 33342 probe. Scale

bars =20 pm. P>0,05.
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Figure 2- Representative image of mature (arrow) and immature (arrowhead) oocyte stained

with MitoTracker Red® probe. Scale bars =20 um. P>0,05.




