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INTRODUCAO

A producéo in vitro de embrides (PIVE) consolidou-se como uma das
principais biotecnologias da reproducdo bovina moderna, acelerando o
ganho genético e permitindo o uso intensivo de fémeas de alto mérito
genéticol?. Nesse contexto, a bidpsia de trofectoderma (TE) tem se
destacado como ferramenta essencial para selecdo gendmica pré-
implantacional, ao preservar a massa celular interna e permitir a triagem
de embriGes com maior precisdo®*. A vitrificacdo é amplamente utilizada
para 0 armazenamento de embrides excedentes, oferecendo maior taxa de
sobrevivéncia quando comparada ao congelamento lento?5. Contudo,
embrides produzidos in vitro apresentam maior sensibilidade ao estresse
criogénico, atribuida a diferengas na composicdo lipidica e a atividade
mitocondrial alterada®?. Estudos recentes indicam que o acompanhamento
das 24-48 h subsequentes ao reaquecimento é essencial para avaliar a
viabilidade, sendo a reexpansdo e a eclosdo parametros-chave de
recuperagdo funcional do blastocisto®’. Além disso, o intervalo entre a
bidpsia e a vitrificagdo pode afetar a competéncia de desenvolvimento,
reforcando a importancia de monitorar a cinética embrionaria pds-
aquecimento®. Apesar do uso crescente dessas técnicas, ainda ha lacunas
sobre seus efeitos combinados na fisiologia e criotolerdncia
embrionaria®1°. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos
pos-vitrificacdo e bidpsia de trofectoderma associados ao desenvolvimento
de embriGes bovinos vitrificados, por meio do acompanhamento da
reexpanséo e eclosdo nas 48 h apos reaquecimento.

METODOLOGIA

O estudo foi conduzido no laboratério de reproducdo animal da
EMBRAPA Gado de Leite, em Juiz de Fora, em trés repeticOes
independentes utilizando blastocistos bovinos grau 1, com 144-168 horas
pés-inseminagdo. No sétimo dia de cultivo (D7), os embrides foram
distribuidos em dois grupos: Biopsiado (remog¢&o de 5-10% das células do
trofectoderma por microaspiracdo) e Controle (ndo biopsiado).
Imediatamente apds a alocacdo, ambos os grupos foram vitrificados pelo
protocolo VD da Embrapa? baseado em duas etapas de exposi¢do a
solugbes crioprotetoras contendo DMSO, etilenoglicol e sacarose,
seguidas de imersdo direta em nitrogénio liquido. O reaquecimento foi
realizado conforme o mesmo protocolo, com transferéncia direta dos
dispositivos vitrificados para meio contendo sacarose a 37 °C, seguida de
lavagem e incubag@o por 48 h em atmosfera controlada (5% CO., alta
umidade, 38,5 °C). A reexpansdo foi registrada quando a cavidade
blastocélica tornou-se novamente visivel, e a eclosdo, quando o embrido
eclodiu-se da zona pellcida parcial ou totalmente. As avaliagdes
ocorreram aos 0, 4, 24 e 48 h ap6s o aquecimento, sob microscopia
estereoscopica. Os dados de reexpansao e eclosdo foram analisados por
teste qui-quadrado, adotando-se P < 0,05 como nivel de significancia. Essa
metodologia permitiu comparar o comportamento morfologico pds-
aquecimento entre embrides biopsiados e ndo biopsiados, avaliando a
influéncia da bidpsia de trofectoderma sobre a recuperagdo e o
desenvolvimento subsequente apo6s a vitrificagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Imediatamente ap6s o aquecimento (0 h), observou-se maior proporg¢do de
embrides reexpandidos no grupo Biopsiado (33,8%) em comparagdo ao
Controle (13,2%; P = 0,005). Apds 4 horas, a reexpansdo foi superior no
grupo Controle (88,2%) em relacéo ao Biopsiado (74,3%; P = 0,049). Nos
tempos subsequentes (24 h e 48 h), ndo foram detectadas diferencas
estatisticas entre os grupos (P > 0,25), e as taxas de eclosdo também néo
apresentaram variagdo significativa em nenhum ponto avaliado. Esses
resultados indicam que a TE, quando realizada antes da vitrificagdo, ndo
compromete a viabilidade embrionéria e pode até favorecer a retomada
inicial do desenvolvimento. A maior taxa de reexpansdo observada

imediatamente ap6s o aquecimento sugere que o colapso parcial do
blastocisto provocado pela bidpsia mimetiza o efeito do colapso mecanico,
técnica que melhora a sobrevivéncia pés-vitrificagdo e reduz a
apoptose!12, Assim, o grupo Biopsiado apresentou reexpansdo mais
precoce, enquanto o grupo Controle apenas iniciou esse processo mais
tardiamente, alcancando taxas semelhantes nas avaliacdes de 24 e 48 horas
(Fig. 1). Esse padrao também foi observado em outros estudos, em que
houve a recuperacdo progressiva e completa da reexpansdo, indicando que
ambos 0s grupos mantém plena viabilidade embrionaria ap6s o
descongelamento?s.
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Figura 1: Reexpansdo de embrides pos-vitrificagdo dos grupos
biopsiados e controle em diferentes intervalos de tempo (4, 24 e 48
horas). Teste de Tukey, p < 0,05. (Fonte: Dados preliminares, 2025).

Além disso, embora as taxas de eclosdo ndo tenham diferido
estatisticamente, os valores mais altos e consistentes no grupo Biopsiado
(68,9% em 24 h e 78,4% em 48 h) podem estar relacionados a perfuragéo
prévia da zona pellicida durante a bidpsia. A vitrificagdo de embrides pode
levar ao enrijecimento da zona peldcida, o que dificulta o processo de
eclosdo embrionaria'#. Dessa forma, a abertura pré-existente na zona
peltcida dos embrides biopsiados pode ter facilitado a saida do embrido,
antecipando e potencializando o processo de eclosdo em relago ao grupo
Controle, cuja zona peldcida permaneceu intacta até o inicio da cultura
pos-aquecimento. Assim, os dados de reexpansao e eclosdo indicam que a
combinagdo entre bidpsia e vitrificacdo é segura e pode induzir respostas
adaptativas benéficas ao desenvolvimento embrionério pés-aquecimento.

CONSIDERAGOES FINAIS

A TE associada a vitrificagdo ndo comprometeu a criotolerancia dos
embriBes bovinos, como demonstrado pelas elevadas taxas de reexpansdo
e ecloséo pds-reaquecimento. Esses resultados indicam que os embrides
biopsiados mantém sua capacidade de retomada do desenvolvimento,
reforcando a viabilidade da associacdo entre ambas as técnicas.
Recomenda-se a realizacdo de estudos futuros que explorem os
mecanismos celulares envolvidos na reexpansdo e eclosdo, visando
aprimorar o desempenho embrionario pés-vitrificagéo.
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