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RESUMO

Uso de fluido ovidutal sintético (SOF) como meio unico na producgao in vitro de

embrides (PIVE) bovinos

A produgao in vitro de embrides (PIVE) consolidou-se como uma das principais
biotécnicas reprodutivas, com o Brasil destacando-se como o maior produtor
mundial de embrides. A PIVE compreende trés etapas principais: maturagao in vitro
(MIV), fertilizacdo in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV), que tradicionalmente utilizam
meios de cultivo distintos para atender as demandas metabdlicas especificas dos
gametas e do embrido em cada fase. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia
do meio Synthetic Oviduct Fluid (SOF) como meio unico nas etapas de MIV, FIV e
CIV, por meio da analise da expansao das células do cumulus, maturagcado nuclear,
conteudo de goticulas lipidicas, taxas de clivagem e producéo de blastocistos, bem
como da expressao de genes relacionados ao metabolismo (SCD1, SREBF1 e
SLC2A1), estresse oxidativo (GPX1, SOD1, SOD2 e CPT1B), apoptose (CASPO3,
BCL2 e BAX) e implantagdo embrionaria (VEGF). Foliculos ovarianos provenientes
de abatedouro local foram aspirados, e os complexos cumulus — odcito (CCOs),
classificados entre os graus | e lll, foram selecionados e distribuidos aleatoriamente
em dois grupos experimentais: grupo Controle, utilizando meios convencionais para
MIV (TCM-199 suplementado com horménios e 10% de soro fetal bovino) e FIV
(TALP), e grupo SOF, no qual o meio SOF foi empregado nas etapas de MIV (SOF-
MIV suplementado com hormonios e 10% de soro fetal bovino) e FIV (SOF-FIV). A
expansao das células do cumulus foi avaliada antes e apds a maturagcédo. Apds a
MIV, parte dos odcitos foi destinada a analise do conteudo lipidico por coloragao
com Sudan Black, a avaliagdo da maturacao nuclear por coloracdo com Hoechst e a
analise de intensidade mitocondrial pela fluorescéncia MitoTracker Red CMXROs,
enquanto os demais foram submetidos a FIV e CIV para avaliagdo do
desenvolvimento embrionario e andlise da expressdo de 11 genes-alvo em
blastocistos produzidos. Odcitos maturados em meio SOF apresentaram maior taxa
de maturagéo nuclear até a metafase Il (p = 0,01), menor indice de degeneracao (p
= 0,05) e menor intensidade mitocondrial (p < 0,0001), embora o grupo Controle
tenha apresentado maior expansao das células do cumulus (p = 0,001). O uso do

meio SOF ndo alterou o conteudo lipidico dos odcitos (p = 0,39), a taxa de clivagem



(71% vs. 68,5%; p = 0,74), a producao de blastocistos (23,6% vs. 20%; p = 0,54),
nem o perfil de expressédo génica dos embrides (p > 0,05). Conclui-se que o meio
SOF, quando utilizado como meio unico em todas as etapas da produc¢ao in vitro de
embrides, constitui uma alternativa viavel aos meios tradicionais, mantendo a
competéncia oocitaria, o desenvolvimento embrionario e os principais marcadores

moleculares associados a produgao embrionaria.

Palavras-chave: Competéncia oocitaria; complexo cumulus—odécito; expressao

génica; blastocisto.



ABSTRACT

Use of synthetic oviductal fluid (SOF) as a single medium in the in vitro

production (IVP) of bovine embryos obtained

In vitro embryo production (IVEP) has become one of the main reproductive
biotechnologies, with Brazil recognized as the world’s largest producer of embryos.
IVEP consists of three main stages: in vitro maturation (IVM), in vitro fertilization
(IVF), and in vitro culture (IVC), which traditionally require different culture media to
meet the specific metabolic demands of gametes and embryos at each stage. The
aim of this study was to evaluate the efficiency of using Synthetic Oviduct Fluid
(SOF) as a single medium for IVM, IVF, and IVC by analyzing cumulus cell
expansion, nuclear maturation, lipid droplet content, cleavage and blastocyst
production rates, and the expression of genes related to metabolism (SCD7,
SREBF1 and SLCZ2A1), oxidative stress (GPX1, SOD1, SOD2 and CPT1B),
apoptosis (CASP03, BCL2 and BAX), and embryo implantation (VEGF). Ovarian
follicles obtained from a local slaughterhouse were aspirated, and cumulus—oocyte
complexes (CCOs), classified as grades | to Ill, were selected and randomly
allocated into two experimental groups: a Control group, using conventional media
for IVM (TCM-199 supplemented with hormones and 10% fetal bovine serum) and
IVF (TALP), and an SOF group, in which SOF-based media were used for IVM (SOF-
IVM supplemented with hormones and 10% fetal bovine serum) and IVF (SOF-IVF).
Cumulus cell expansion was evaluated before and after maturation. After IVM, a
subset of oocytes was subjected to Sudan Black staining for lipid content
assessment and Hoechst staining for nuclear maturation analysis and mitochondrial
intensity analysis by MitoTracker Red CMXROs fluorescence, while the remaining
oocytes were used for IVF and IVC to assess embryo development and the
expression of 11 target genes in the resulting blastocysts. Oocytes matured in SOF
medium showed higher nuclear maturation rates to metaphase Il (p = 0.01), lower
degeneration rates (p = 0.05) and lower mitochondrial intensity (p < 0.0001),
although greater cumulus cell expansion was observed in the Control group (p =
0.001). The use of SOF did not affect oocyte lipid content (p = 0.39), cleavage rate
(71% vs. 68.5%; p = 0.74), blastocyst production (23.6% vs. 20%; p = 0.54), or the
molecular profile of embryos (p > 0.05). In conclusion, SOF used as a single culture



medium throughout all stages of in vitro embryo production is a viable alternative to
conventional media, maintaining oocyte competence, embryo development, and

molecular markers associated with embryonic production.

Keywords: Oocyte competence; cumulus—oocyte complex; gene expression;

blastocyst.
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IMPACTO POTENCIAL DESSA PESQUISA

A producdo in vitro de embrides bovinos (PIVE) € uma biotecnologia
fundamental para o avango genético e para o aumento da eficiéncia produtiva na
bovinocultura. Entretanto, os protocolos convencionais utilizam diferentes meios de
cultivo em cada uma das 3 etapas da PIVE, o que eleva custos, aumenta o tempo de
manipulacido e pode comprometer a padronizacdo dos resultados. Diante disso, o
estudo apresenta impacto cientifico, ao contribuir para a otimizagao dos protocolos
de PIVE e ampliar o conhecimento sobre sistemas de cultivo simplificados. Do ponto
de vista social, possibilita maior acesso a técnica, especialmente a pequenos
produtores e laboratérios com menor estrutura. Em relagdo ao impacto tecnoldgico,
promove a redugao de etapas e maior padronizagdo dos procedimentos,
favorecendo automatizagdo e diminuigdo de erros operacionais. Por fim, apresenta
impacto inovador, ao propor uma abordagem alternativa ao modelo tradicional, por

reduzir complexidade técnica, otimizar processos e ampliar a eficiéncia reprodutiva.

O presente estudo se encaixa em diferentes objetivos de desenvolvimento
sustentavel (ODS) da ONU, destacando-se:

- ODS 2 (Fome Zero e Agricultura Sustentavel): contribui para a melhoria da

eficiéncia produtiva e para o avancgo de sistemas pecuarios sustentaveis.

- ODS 9 (Industria, Inovacédo e Infraestrutura): promove inovagao ao propor um

protocolo simplificado para a PIVE, favorecendo a modernizacao laboratorial.

- ODS 12 (Consumo e Produgao Responsaveis): reduz o uso de insumos e residuos

laboratoriais devido a padronizagao do processo.

- ODS 15 (Vida Terrestre): favorece a conservagdo e o melhoramento genético por

meio da multiplicag&o eficiente de animais de alto valor zootécnico.
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RESUMO

A produgdao in vitro de embrides (PIVE) ¢ uma biotécnica reprodutiva amplamente
empregada, com o Brasil destacando-se como o maior produtor mundial. Tradicionalmente, a
PIVE utiliza diferentes meios de cultivo nas etapas de maturagdo (MIV), fertilizagao (FIV) e
cultivo in vitro (CIV). O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia do meio SOF como
meio Unico nas etapas de MIV, FIV e CIV. Complexos cumulus—odcito (graus I a III), obtidos
de ovarios provenientes de abatedouro, foram distribuidos aleatoriamente entre grupo
Controle, utilizando meios convencionais, ¢ grupo SOF, no qual o meio base SOF foi
suplementado de acordo com a necessidade especifica para cada etapa. Foram avaliadas a
expansao das células do cumulus, maturacao nuclear, intensidade mitocondrial, conteudo de
goticulas lipidicas, taxas de clivagem e producao de blastocistos, além da expressdo de genes
relacionados ao metabolismo, estresse oxidativo, apoptose e implantagdo embrionaria.
Oocitos maturados em SOF apresentaram maior taxa de maturagao nuclear até metafase Il (p
= 0,01), menor degeneracao (p = 0,05) e menor intensidade mitocondrial (p < 0,0001),
enquanto o grupo controle apresentou maior expansao das células do cumulus (p = 0,001). O
uso do meio SOF nao alterou o conteudo lipidico dos odcitos (p = 0,39), as taxas de clivagem
(71,0% vs 68,5%; p = 0,74) e producao de blastocistos (23,6% vs 20,0%; p = 0,54), nem o
perfil de expressdao génica dos embrides (p > 0,05). Conclui-se que o meio SOF, quando
utilizado como meio Unico na PIVE, constitui uma alternativa viavel aos meios tradicionais,
mantendo a competéncia oocitdria, o desenvolvimento embriondrio € os marcadores

moleculares associados a produgdo embrionaria.

Palavras-chave: fluido ovidutal sintético; maturagdo oocitaria; cultivo in vitro;

desenvolvimento embrionario; expressao génica.
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1. Introducao

Apesar de sua ampla aplicagdo, a producgao in vitro de embrides (PIVE) bovinos ainda
apresenta desafios relacionados a variabilidade nos resultados e a complexidade dos
protocolos, que tradicionalmente utilizam meios distintos nas etapas de maturagdo in vitro
(MIV), fertilizagao in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV) [1]. Essa segmentagdo exige grande
controle técnico e logistico, o que pode aumentar os custos e introduzir fontes de variagdo
entre laboratorios e dentro do laboratorio.

O meio de cultivo exerce influéncia direta principalmente sobre a maturagdo oocitaria,
podendo afetar a qualidade ao interferir na expansao das células do cumulus, no metabolismo
celular e, consequentemente, na competéncia do odcito [2]. Quando o meio SOF (fluido
ovidutal sintético) suplementado com aminoacidos foi testado na maturagdo in vitro,
observou-se produgao de embrides semelhante ao obtido em o6citos maturados em TCM-199
[3]. Esse desempenho pode estar relacionado ao fato de que sua formulagdo ¢ baseada na
composicao fisiologica do fluido ovidutal, ambiente no qual ocorrem naturalmente a
maturagdo final do odcito, a fecundagdo e o desenvolvimento embriondrio inicial [4]. Além
disso, essa caracteristica confere ao SOF versatilidade para receber suplementagdes
especificas de acordo com as exigéncias de cada etapa da produgdo in vitro [5]

Estudos prévios sugerem a possibilidade de empregar um meio Unico para todas as
etapas da PIVE [6], o que poderia reduzir varidveis experimentais ¢ melhorar a padronizacao
entre laboratorios. Além disso, o ambiente de cultivo influencia no acumulo de lipidios
citoplasmaticos, caracteristica importante para a qualidade e criotolerdncia embriondria [7—
10], e na flutuagdo de osmolaridade e pH decorrentes da manipulagdo frequente e/ou da troca
de meios, modificando o metabolismo celular, induzindo estresse osmdtico € comprometendo

a homeostase intracelular [11,12]. Evidéncias recentes indicam que o SOF durante a MIV
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pode modular positivamente vias associadas a qualidade oocitaria e ao metabolismo lipidico
[13].

Apesar desses avancos, ainda ha escassez de estudos comparando diretamente um
protocolo totalmente unificado, utilizando SOF como meio base continuo em MIV, FIV e
CIV, aos protocolos segmentados tradicionalmente empregados (TCM-199-TALP-SOF). A
avaliacdo de um sistema de meio unico ¢ particularmente relevante para a padronizagao da
PIVE, considerando seu potencial para reduzir a complexidade operacional ¢ minimizar
fontes de variacao na produ¢do de embrides. Assim, testamos a hipdtese de que o uso de SOF,
como meio base, nas etapas de MIV, FIV e CIV ¢ capaz de sustentar niveis de competéncia
oocitaria, desenvolvimento embrionario e expressao molecular equivalentes ou superiores aos
observados no protocolo tradicional segmentado (TCM-199—-TALP-SOF), configurando-se
como uma alternativa promissora para maior padronizagdao da PIVE comercial bovina.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho de um protocolo de meio
unico utilizando o SOF como meio continuo ao longo das etapas da producdo in vitro de
embrides, em compara¢do a um protocolo tradicional, a fim de determinar a capacidade do
meio SOF de sustentar a competéncia oocitaria, a fecundacdo, o desenvolvimento embrionario

e os padrdes de expressao molecular.

2. Material e Métodos
2.1 Recuperagdo dos complexos cumulus-oocitos (CCOs)

Os ovarios foram obtidos de abatedouro e imediatamente apds o abate, foram
acondicionados em recipiente contendo solu¢do salina estéril a 35°C e transportados até o

Laboratério localizado na Universidade do Oeste Paulista, Campus de Presidente Prudente -

SP.
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No laboratorio, os ovarios foram lavados em solu¢ao salina, esterilizados com alcool
70% e os foliculos antrais de 3-8 mm aspirados com agulha hipodérmica 18G (40x12 mm)
acoplada a seringa descartavel de 10 mL. Apos a aspiragdo, o fluido folicular foi depositado
em tubo conico estéril e mantido em banho-maria a 35°C até a formagao do pellet, o qual foi
depositado em placa de Petri (90 mm) para selecdo e classificagdo dos odcitos quanto a
qualidade em microscopio estereoscopio. Os oocitos foram classificados quanto a qualidade
em graus I, II e III utilizando o sistema de classificacdo descrito por Lonergan et al. [14] e
distribuidos 25 CCOs aleatoriamente entre os dois grupos: Controle (TCM-199 acrescido de
hormonios + 10% de soro fetal bovino) e SOF-MIV (SOF acrescido de hormonios + 10% de

soro fetal bovino).

2.2 Maturagao in vitro (MIV)

No grupo controle os odcitos foram maturados em meio base TCM 199 suplementado
com 75 pg/mL de amicacina, 4 mg/mL de albumina de soro bovino (BSA), 0,01 UI/mL de
FSHr, 0,001 pg/mL de 17B Estradiol, 1 uM de cisteamina e 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Progest Biotecnologia Animal, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil); Enquanto os odcitos do grupo
SOF-MIV seguiu a formulagdo de Holm et al. [15] suplementado com 75 pug/mL de
amicacina, 4 mg/mL de albumina de soro bovino (BSA), 0,01 Ul/mL de FSHr, 0,001 pg/mL
de 17B Estradiol, 1 pM de cisteamina e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Progest
Biotecnologia Animal, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil).

Nas gotas, contendo 90 pL de meio (controle ou SOF-MIV, descritos acima), foram
depositados 20 a 25 odcitos, cobertas por 6leo de silicone 200/0350 (Quimesp Quimica,
Guarulhos, SP, Brasil) e mantidos por 22 a 24 horas em incubadora com atmosfera controlada

5% de CO2 em ar, temperatura de 38,5 °C e umidade méxima.
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2.3 Expansdo das células do cumulus

Antes e apOs a maturagdo foi realizado a captura de fotos na lupa trinocular BEL
(SZPLED-45X com camera HDCAMTA-0124-HDL) com ampliacao de 50x, para avaliar a
expansao das células do cumulus, grupo controle (imaturo n = 342; maturo n = 335) e grupo
SOF-MIV (imaturo n = 327; maturo n = 345), através da analise da area (um?) pelo software

Image]®.

2.4 Avaliagdo de goticulas lipidicas

ApoOs a maturagdo, os oocitos dos grupos controle (n = 148) e SOF-MIV (n = 147)
foram submetidos a avaliagdo semiquantitativa das goticulas lipidicas citoplasmaticas por
meio do método de coloracdo Sudan Black, conforme descrito por Sudano et al. [9]. Os
odcitos foram fixados em paraformaldeido a 4% por 30 minutos a temperatura ambiente,
lavados em PBS suplementado com PVA (PBS+PVA) e, em seguida, transferidos para gotas
de etanol 50% por 2 minutos. Posteriormente, foram corados em solu¢do de Sudan Black B
1% (SIG-199664-25G, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). preparada em etanol 70%, por 1
minuto. Apds a coloragdo, os odcitos foram novamente lavados em etanol 50% e em
PBS+PVA, sendo entdo montados em laminas contendo 10 pL de glicerol.

A leitura foi realizada em microscopio Optico Leica DM750 equipado com camera
ICC50HD e software LAS 4.2, utilizando aumento de 400x. As imagens foram registradas e

analisadas quanto a intensidade de cinza utilizando o software ImageJ®.

2.5 Maturacgdo nuclear e intensidade mitocondrial

Para esta avaliagdo, cinco réplicas contendo 30 oocitos por grupo foram fixadas em
paraformaldeido a 4% por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, os o6citos foram
lavados trés vezes em PBS suplementado com PVA (PBS+PVA) e permeabilizados em 200

uL de Triton X-100 por 15 minutos. Ap6s nova lavagem em PBS+PVA, os o6citos foram
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corados com 200 uL de MitoTracker Red CMXROs (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA) em temperatura ambiente por 20 minutos para posterior lavagem em
PBS+PVA e montagem de laminas contendo glicerol com 10 pL de Hoechst 33342
(Invitrogen, Massachusetts, EUA) e coberta com laminula.

A avaliacao foi realizada em microscopio de fluorescéncia Nexcope NE700 (Prime
Life Science MF-BGU-LED-N; camera Tucsen FL20BW), com aumento de 400%, excitagcdo
365nm e emissdao 420nm. Os odcitos foram classificados quanto ao estdgio meidtico: MI (ndo
extrusao do corpusculo polar), MII (extrusdao do primeiro corptsculo polar) e degenerados,
conforme critérios morfologicos estabelecidos por King et al. [16] para avaliagdo nuclear em
bovinos. Para realizar a avaliagdo sobre a intensidade da mitocondria no citoplasma, a
fluorescéncia do MitoTracker foi detectada de acordo com o espectro especifico do corante
utilizado, usando o mesmo microscopio Nexcope NE700 (Prime Life Science MF-BGU-
LED-N; camera Tucsen FL20BW), com aumento de 400%, com excitacdo de 579 nm e

emissdo de 599 nm. Os resultados foram tratados pelo Software Imagel®.

2.6 Fertilizagdo in vitro (FIV)

Para a fertilizagdo, os oocitos maturados foram transferidos para o meio de FIV
correspondente a cada grupo experimental. No grupo controle, utilizou-se meio TALP
composto por TL Stock suplementado com BSA (6 mg/mL), piruvato (2 pL/mL da solug¢ao
100 mM), gentamicina (75 pg/mL), heparina (30 pg/mL) e solugdo PHE (penicilamina,
hipotaurina e epinefrina; 44 pL/mL) (Progest Biotecnologia Animal, Botucatu, Sdo Paulo,
Brasil). Para o grupo SOF-FIV, a formulagdo seguiu Holm et al. [15], contendo os mesmos
suplementos utilizados no grupo controle (Progest Biotecnologia Animal, Botucatu, Sao
Paulo, Brasil).

Foram utilizadas palhetas de sémen de um unico touro e partida (Tairana, Presidente

Prudente, S3ao Paulo, Brasil), armazenadas em nitrogénio liquido (-196 °C). O
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descongelamento foi realizado em agua a 36 °C por 30 segundos, seguido de selecdo
espermatica por centrifugacdo em gradiente de Percoll (90% e 45%), diluido para 1 x 10¢
espermatozoides/ml e adicionado a cada gota de fertilizacdo contendo os CCOs (7 ul de

sémen/gota). A co-incubag¢do ocorreu por 18 horas em incubadora com condi¢des controladas.

2.7 Cultivo in vitro (CIV)

Apo6s a FIV, os provaveis zigotos de ambos os grupos foram desnudados para remogao
das células do cumulus e transferidos para gotas de 100 uL de meio de cultivo (CIV) a base de
SOF suplementado com 2,5% de soro fetal bovino (SFB) e piruvato (2 mM) (Progest
Biotecnologia Animal, Botucatu, Sao Paulo, Brasil). O cultivo foi realizado por sete dias em
incubadora com temperatura e atmosfera controlada.

A taxa de clivagem foi avaliada 72 horas ap6s a FIV (D3), seguida do primeiro feeding,
no qual metade do meio (50 puL) foi substituida. No D5, procedeu-se o segundo feeding. Ao
final do periodo de cultivo, os embrides foram avaliados quanto a taxa de desenvolvimento,

estadio, qualidade morfoldgica e armazenados em -80 °C para expressao génica.

2.8 Expressdo génica

A extracdo de RNA dos embrides, cinco repeti¢des contendo cinco embrides cada, foi
realizada utilizando o kit Arcturus™ PicoPure™ RNA Isolation Kit (ThermoFisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA) seguindo as recomendacdes do fabricante. As concentragdes
de RNA total foram determinadas por espectrofotometria e fluorimetria (Nanodrop ND-
2000®, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). O RNA extraido foi
tratado com DNase I (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) para remog¢ao de possivel contaminacao
por DNA gendmico e, posteriormente, submetido a transcri¢do reversa utilizando o kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Sao Paulo, Brasil).

A quantificagdo de RNAm foi realizada por RT-qPCR utilizando o sistema Power

SYBR® Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). Para
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a normalizagdo dos dados foi utilizado a média geométrica dos genes de referéncia PPIA e
ACTB, sendo os niveis de estabilidade determinados pelo software NormFinder® [17]. A
média do grupo controle foi adotada como calibrador para o calculo do AACt, e os resultados
foram expressos como fold change (2-AACt). Os genes avaliados estdo listados na Tabela 1

[18].

2.9 Analise estatistica

Inicialmente, os dados expressos em porcentagem (Hoechst, clivagem e produgdo de
blastocistos) foram submetidos a transformacgdo arco-seno. Em seguida, todas as variaveis
transformadas foram avaliadas quanto a normalidade da distribuicdo por meio do teste de
Shapiro—Wilk. A maioria dos dados apresentou distribuicdo normal e foram comparados
utilizando o teste ¢ de Student. As varidveis referentes a expansao das células do cumulus e a
expressao génica de BAX e SODI nao atenderam ao pressuposto de normalidade e, portanto,
foram comparadas pelo teste de Mann—Whitney U. Todas as andlises foram expressas como
média + erro padrao da média (EPM) e adotou-se o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

As andlises estatisticas foram realizadas no programa JMP versao 7.0 (SAS).

Tabela 1. Sigla do gene, nome da proteina, sequéncias dos primers direto (F) e reverso (R) e

fun¢do dos genes quantificados por qPCR em blastocistos bovinos produzidos in vitro.

Sigla Nome Sequéncia de primer direta (F) e reversa (R) Via
biologica

CGAAFFAAGTCCAATGTCCAG

GPXI Glutathione peroxidase 1 GGGACTACACCCAGATGAATGA antioxidante

PPIA Peptidylprolyl Isomerase A F GCCATGGAGCGCTTTGG referéncia
R CCACAGTCAGCAATGGTTATCT

ACTB Beta-Actin F CGAGATTGGCATGGCTTTATTC referéncia
R ACCTTCACCGTTCCAGTTT

CASPO3 Caspase 03 F AACAGTCAGTCAGTCAGTTGGGCA apoptose

R ACACACACCCGTAGCTGTGAAGAA

BCL2 BCL2 apoptosis regulator  F TTCGCCGAGATGTCCAGTCAGC apoptose
R TGTACGCTCTCCACACACA

BAX BCL-2 associated protein X F TGTTTTCTGACGGCAACTTCA apoptose
R
F
R

GCATAAAGTTGGGCTCGAA
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SODI Superoxide dismutase 1, F AAGGCCGTCTGCGTGCTGAA estresse
soluble oxidativo
R CAGGTCTCCAACATGCCTCT
SOD?2 Superoxide dismutase 2, F AGCACGAGCAGGAGACTGGT estresse
mitochondrial oxidativo
R  GACGTTGAGGTTGTTCACGTAG
CPTIB carnitine F CTGCTGAGAAGCACCAGAATA estresse
palmitoyltransferase 1B oxidativo
R GGTACTTGGAGACCACGTAAAG
SCD1 Stearoyl-CoA desaturase F GACCCTGGGCAAGTCATTTA metabolismo
lipidico
R AAACTGCCCTTTGAGGTAGG
SREBF1 Sterol regulatory element  F GACTACATCCGCTTCCTTCAG metabolismo
binding transcription fator 1 lipidico
R CCAGGTCCTTCAGCGATT
SLC2A1 solute carrier family 2 F  CAGGAGATGAAGGAGGAGAGC metabolismo
member 1 lipidico
R CACAAATAGCGACACGACAGT
VEGF Vascular endotelial growth F CCCAGATGAGATTGAGTTCARTTT implantacdo

factor

R ACCGCCCTGGCTTGTCAC

3. Resultados

3.1 Expansdo do complexo cumulus oocito (CCO)

Nao houve diferenca na area das células do cumulus compactas em odcitos imaturos

antes da maturacdo em meio controle (TCM-199) e meio SOF-MIV. Apds 24 horas de

maturagdo, a expansao das células do cumulus foi maior (p=0,0010) em CCO’s maturados em

meio TCM-199 (controle).
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Fig. 1. Expansao das células do cumulus em odcitos bovinos submetidos a maturagao in vitro
em meio controle (TCM-199) e em meio SOF-MIV. A) Quantificagdo da expansao das
células do cumulus (média = EPM) analisada por meio do software ImageJ® em oocitos
imaturos e apos 24 horas de maturagdo in vitro nos grupos controle (imaturo, n = 342;
maturo, n = 335) e SOF-MIV (imaturo, n = 327; maturo, n = 345). Asterisco (*) indica
diferenca significativa entre os grupos (p = 0,0010). B) Odcitos bovinos maturados in vitro

por 24 horas (aumento de 50x).

3.2 Avaliagdo de goticulas lipidicas
Nao foram observadas diferencas (p = 0,87) no contetido lipidico citoplasmatico dos

od6citos maturados in vitro no grupo SOF-MIV quando comparado ao TCM-199 (Fig. 2).
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Fig. 2. Avaliacdo do contetdo lipidico em odcitos bovinos maturados in vitro por 24 horas
em meio controle ¢ em meio SOF-MIV. A) Intensidade da escala de cinza (média + EPM)
analisada por meio do software ImageJ® (controle, n = 148; SOF-MIV, n = 147; p = 0,87).
B) Coloragao por Sudan Black, na qual os pontos pretos representam goticulas lipidicas

citoplasmaticas.

3.3 Avaliacdo da maturacdo nuclear
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O uso do meio SOF na MIV resultou em maior taxa de oocitos maturados (p = 0,01) e

menor taxa de odcitos degenerados (p = 0,05) quando comparado ao TCM-199 (Tabela 2).

Tabela 2. Fases de maturag@o nuclear (média + EPM) de odcitos bovinos maturados em meio

controle (n = 150) e em meio SOF-MIV (n = 154), avaliadas por meio da coloracdo Hoechst

33342.
Stage Control (n = 150) SOF-IVM (n = 154) p value
M1 37,62 £ 6,32 25,39 +2,23 0,10
M2 43,91 +4,38 64,63 £4,52 0,01*
Deg 18,46 + 2,94 9,96 + 2,50 0,05*

* Diferenca significativa pelo teste ¢ de Student.

3.4 Avaliacdo da intensidade mitocondrial
A intensidade mitocondrial do grupo controle foi maior (p<0,0001) quando comparado
ao grupo SOF-MIV.

A) B)

Control

SOF-IVM

Mitochondrial Intensity (px)

T
Control SOF-IVM

Fig. 3. A) Avaliagdo da intensidade mitocondrial (média £ EPM) em od6citos bovinos

maturados in vitro por 24 horas em meio controle (n = 150) e em meio SOF-MIV (n = 154)
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analisados pelo software ImageJ®. B) Coloragao por MitoTracker Red CMXROs, na qual a
cor avermelhada representa a presenga de mitocOndrias. Asterisco (*) indica diferenca

significativa entre os grupos (p < 0,0001)

3.5 Avaliagdo da taxa de clivagem e blastocisto

Nao foram observadas diferencas entre o grupo SOF e o controle quanto as taxas de

clivagem no dia 3 poés-fertilizagdo (p = 0,74) e de blastocistos no dia 7 (p = 0,54).
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Fig. 4. Desenvolvimento embrionario ap6s fertilizagdo in vitro em meio controle e em meio
SOF. A) Taxa de clivagem (média = EPM) nos grupos controle (n = 328) e SOF (n = 325),
avaliada 72 horas apds a fertilizagdo in vitro. B) Taxa de blastocistos (média + EPM) nos

grupos controle (n = 328) e SOF (n = 325), avaliada sete dias ap0s a fertilizagdo in vitro.

3.6 Expressdo Génica
A expressdo dos genes relacionados ao metabolismo lipidico (SLC2A1, SREBF1 e
SCD1), apoptose (BCL2, BAX e CASPO03), estresse oxidativo (GPX1, SOD1, SOD2 e

CPT1B) e implantagdo embrionaria (VEGF) ndo diferiu entre os grupos SOF e controle.
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Fig. 5. Expressdo relativa de genes relacionados ao metabolismo lipidico, apoptose, estresse

oxidativo e implantagdo embriondria em embrides cultivados por sete dias nos grupos

controle (n = 25) e SOF (n = 25). A expressdo gé€nica foi normalizada pela média geométrica

dos genes de referéncia PPIA e ACTB, utilizando o método AACt.

4. Discussao

O uso de um meio Unico nas etapas da producdo in vitro de embrides representa uma

estratégia relevante para a otimizacdo de custos, tempo operacional e controle de varidveis
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laboratoriais. No presente estudo, a utilizacdo do meio SOF durante a maturagdo oocitaria
resultou em maior maturacdo nuclear at¢ a metafase II, associada a menor degeneragdo e
baixa intensidade mitocondrial que, juntamente com a baixa expansao das células do cumulus
observada nesse grupo, o desempenho embriondrio subsequente foi semelhante ao do grupo
controle, conforme evidenciado pela clivagem e a produgdo de blastocistos, bem como pela
auséncia de diferengas nas goticulas lipidicas e na expressao dos genes avaliados. Esses
resultados indicam que a reducdo da expansao do cumulus e da intensidade mitocondrial nao
comprometeu a competéncia oocitdria nem os eventos iniciais do desenvolvimento
embrionario, reforcando a viabilidade do meio SOF como alternativa funcional em todas as
etapas da PIVE.

A etapa de MIV ¢ crucial para o desenvolvimento embrionario subsequente, uma vez
que odcitos maturados de forma inadequada apresentam comprometimento na competéncia de
fertilizagdo e na capacidade de originar embrides viaveis [2,19,20]. A expansao das células do
cumulus ¢ amplamente utilizada como marcador indireto da competéncia oocitaria, por meio
da troca de moléculas sinalizadoras, fundamentais para sua maturacdo e capacidade de
desenvolvimento [20,21]. No entanto, os resultados do presente estudo indicam que uma
menor expansdo do cumulus, como observada no grupo SOF, ndo necessariamente se traduz
em prejuizo funcional ao odcito. Apesar da expansdo menor que no TCM-199, os odcitos
maturados no SOF foram capazes de completar a maturagdo nuclear de forma mais eficiente,
atingindo a metafase II em maior propor¢do e apresentando menor degeneracdo, além de
trazer resultados semelhantes ao grupo controle de clivagem e produgdo de blastocistos, o que
reforca que a competéncia oocitaria ndo depende exclusivamente do grau de expansdo do
cumulus.

A maturagdo oocitaria compreende uma sequéncia complexa e altamente coordenada

de eventos de matura¢do nuclear e citoplasmatica, sendo a progressdo meidtica um dos



231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

32

principais indicadores da competéncia do odcito para a fertilizagdo [22]. A retomada da
meiose, interrompida em profase I desde a fase de organogénese, culmina na metafase II,
estagio no qual o odcito adquire plena aptiddo para ser fertilizado [23,24]. Durante esse
processo, o oocito progride do estadgio caracterizado pela presenga da vesicula germinativa até
a metafase II, considerada o marco final da maturacao nuclear [24]. Embora estudos prévios
relatem taxas de maturacdo nuclear em metafase II entre 80 ¢ 90% em od6citos bovinos
submetidos a maturagdo in vitro [23—-25], no presente estudo o grupo controle apresentou
apenas 43,9% de odcitos nesse estagio. Essa diferenca pode ser atribuida, em parte, a
variabilidade das caracteristicas das fémeas doadoras, incluindo raga, idade e estado
fisiologico, fatores estes associados a competéncia oocitaria e a eficiéncia da maturagdo
nuclear durante a maturacao in vitro. Apesar desse cenario, o meio SOF suplementado com
hormodnios promoveu um aumento significativo de aproximadamente 21% na taxa de odcitos
em metafase II, indicando que sua composi¢ao foi capaz de favorecer os eventos
intracelulares necessarios a maturacdo nuclear, mesmo na presenca de menor expansdo do
cumulus.

Na maturagdo citoplasmatica, as mitocondrias desempenham um papel central na
competéncia oocitaria, integrando o metabolismo bioenergético as vias de sinalizacao
intracelular necessdrias para a progressao meidtica. Por meio da fosforilagdo oxidativa, essas
organelas produzem o ATP necessario para a matura¢ao nuclear e citoplasmatica, ao mesmo
tempo em que regulam a homeostase do calcio, o equilibrio redox e a sinalizagdo apoptodtica.
Assim, a funcionalidade mitocondrial é considerada um determinante critico da qualidade
oocitaria e da competéncia de desenvolvimento [26,27]. No presente estudo, os odcitos
maturados no grupo SOF apresentaram menor intensidade de fluorescéncia do MitoTracker
Red CMXRos em comparacdo ao grupo controle (p < 0,0001), sugerindo redugdo do

potencial de membrana mitocondrial, parametro este amplamente utilizado como indicador da
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atividade funcional das mitocondrias [27]. Entretanto, essa diminui¢do ndo foi acompanhada
por prejuizo a clivagem e a producdo de blastocistos, indicando que o meio SOF pode ter
promovido uma modulagdo da atividade mitocondrial sem comprometer a capacidade
bioenergética necessaria para a maturacao oocitaria e o desenvolvimento inicial do embrido.
Considerando a maior propor¢ao de oocitos em metafase Il e a menor taxa de degeneracgao
observadas neste estudo, ¢ possivel que o tratamento tenha favorecido um estado metabolico
mais equilibrado, no qual a atividade mitocondrial foi suficiente para atender as demandas
energéticas celulares, sem promover ativagao excessiva da cadeia respiratéria e consequente
aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs), sem limitar a produgao de ATP [26,27].

Esses achados sugerem que o meio SOF foi capaz de sustentar adequadamente o
metabolismo energético do complexo cumulus—o6cito. A progressdao meiodtica depende
diretamente das reservas energéticas, especialmente dos triglicerideos, que sao metabolizados
pelas mitocondrias para a producao de ATP e espécies reativas de oxigénio (EROs) [28]. Os
lipidios, além de essenciais para o desenvolvimento embriondrio, sdo armazenados sob a
forma de goticulas lipidicas, atuando como um reservatorio energético controlado e
protegendo o o6cito contra danos associados ao excesso lipidico durante a maturagdo e a
criopreservacao [29,30].

O contetudo de goticulas lipidicas dos odcitos, conforme demonstrado pela coloragdo
com Sudan Black, ndo diferiu entre os meios. Esse resultado indica que o meio SOF manteve
o equilibrio lipidico celular, diferentemente do que ocorre em alguns sistemas de cultivo in
vitro, nos quais o excesso de lipidios esta associado a composi¢do do meio, como a presenga
de soro fetal bovino [28]. Dessa forma, a maior maturacao nuclear observada no grupo SOF
pode estar relacionada a utilizacdo mais eficiente das reservas energéticas, e ndo a quantidade
absoluta de lipidios acumulados. Essa equivaléncia funcional também foi corroborada pela

andlise da expressdo génica. Os genes relacionados ao metabolismo lipidico, apoptose e
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implantacdo embrionaria ndo apresentaram diferengas entre os grupos, indicando que o uso do
meio SOF ao longo das trés fases da producdo in vitro ndo comprometeu a qualidade
molecular dos embrides. Genes como SLC2A41, SREBFI e SCDI desempenham papéis
fundamentais no metabolismo energético e lipidico durante o desenvolvimento embriondrio
[31,32], enquanto CPTIB esta associado a B-oxida¢do de acidos graxos e a melhoria da
qualidade embrionaria [33]. A expressdao desses genes refor¢a que o meio SOF atende
adequadamente as demandas metabolicas do embrido em desenvolvimento.

De forma semelhante, ndo foram observadas alteracdes na expressao de genes
relacionados ao estresse oxidativo e a apoptose, como BAX, CASP03, BCL2, SOD ¢ GPX.
Sabe-se que o excesso de EROs pode induzir apoptose e comprometer a qualidade
embrionaria, sendo que embrides de baixa qualidade apresentam maior expressdao de genes
pro-apoptoticos [34,35]. A auséncia de diferencas entre os grupos indica que o meio SOF nao
aumentou o estresse oxidativo nem a apoptose, reforcando sua seguranga para uso como meio
unico.

Em relacdo a implantacdo embriondria, a expressdo do VEGF, gene fundamental para
o desenvolvimento embriondrio e para a comunicagdo embrido endométrio [36], ndo diferiu
entre os grupos, sugerindo que o meio SOF ndo compromete o potencial de implantagao.

Em conjunto, os resultados demonstram que, o meio SOF favorece a maturagio
nuclear, reduz a degeneragdo oocitaria, mesmo com menor expansdo das células do cumulus,
além disso mantém a clivagem e producdo de blastocisto e o padrdo de expressdo génica em
niveis equivalentes ao meio padrdo. Assim, o meio SOF pode ser considerado um meio unico
eficiente, capaz de atender as exigéncias metabolicas, estruturais e moleculares das etapas de
MIV, FIV e CIV na producdo in vitro de embrides bovinos.

Embora os resultados indiquem que o meio SOF pode ser utilizado como meio base

unico na PIVE, estudos adicionais sdo necessarios para confirmar a funcionalidade desses
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embrides, especialmente por meio da avaliagdo das taxas de prenhez apds a inovulagdo. Além
disso, considerando a relagdo entre metabolismo lipidico, equilibrio redox e criotolerancia
embrionaria, estudos futuros avaliando o desempenho desses embrides apos a criopreservagao
e subsequente transferéncia embrionaria poderdo consolidar o meio SOF como uma

alternativa viavel e eficiente para a produgdo in vitro de embrides bovinos.

5. Conclusao

Os resultados deste estudo demonstram que o meio SOF pode ser empregado de forma
eficaz como meio base Unico nas etapas de maturacdo, fertilizagdao e cultivo in vitro, sem
prejuizo a competéncia oocitaria ou ao desenvolvimento embriondrio. A manutencdo da
clivagem e da producao de blastocistos, associada a auséncia de alteragdes na expressao de
genes relacionados ao metabolismo lipidico, ao estresse oxidativo, a apoptose e a marcadores
de implantagdo embrionaria, sustenta o uso do SOF como uma alternativa funcional,

consistente e segura aos protocolos convencionais de PIVE.
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coluna dupla ¢ permitida apenas para trabalhos em LaTeX.

Remova todo o texto riscado e sublinhado do seu manuscrito, a menos que
tenha relevancia cientifica relacionada ao seu artigo.

Use as fungdes de verificacdo ortografica e gramatical para evitar erros.

Recomendamos que vocé leia nosso guia passo a passo para publicar com a Elsevier.

Pagina de titulo

E necessario incluir as seguintes informagdes na pagina de titulo:

Titulo do artigo. Os titulos dos artigos devem ser concisos e informativos. Evite
abreviagdes e formulas, sempre que possivel, a menos que sejam amplamente
conhecidas e compreendidas, como por exemplo, DNA.

Nomes dos autores. Forneca o(s) nome(s) e sobrenome(s) de cada autor. A
ordem dos autores deve corresponder a ordem no sistema de submissao.
Verifique cuidadosamente se todos os nomes estao escritos corretamente. Se
necessario, voc€ pode adicionar seu nome entre parénteses, em sua propria
grafia, apos a transliteracdo para o inglés.

Afiliagdes. Adicione os enderegos de afiliagdo, indicando onde o trabalho foi
realizado, abaixo dos nomes dos autores. Indique as afiliagdes usando uma letra
minuscula sobrescrita imediatamente apds o nome do autor e antes do enderego
correspondente. Certifique-se de fornecer o endereco postal completo de cada
instituicao afiliada, incluindo o nome do pais e, se disponivel, o enderecgo de e-
mail de cada autor.

Autor correspondente. Indique claramente quem sera responsavel pela
correspondéncia relativa ao seu artigo em todas as etapas do processo de
revisdo por pares e publicacdo, bem como apos a publicagdo. Essa
responsabilidade inclui responder a quaisquer duvidas futuras sobre seus
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resultados, dados, metodologia e materiais. E importante que o endereco de e-
mail e os dados de contato do autor correspondente sejam mantidos atualizados
durante o processo de submissdo e publicacao.

e Endereco atual/permanente. Se um autor mudou-se desde a realiza¢ao do
trabalho descrito no artigo, ou se o autor estava em visita durante esse periodo,
um "enderego atual" (ou "enderego permanente") pode ser indicado em uma
nota de rodapé ao lado do nome do autor. O enderego onde o autor realizou o
trabalho deve ser mantido como seu enderego de afiliagao principal. Utilize
numerais arabicos sobrescritos para essas notas de rodapé.

Resumo

E necessario apresentar um resumo conciso € objetivo, com no maximo 250 palavras.
O resumo deve descrever sucintamente o objetivo da pesquisa, os principais resultados
e as conclusdes mais relevantes. Algumas diretrizes:

e Os resumos devem ser autossuficientes, pois geralmente sao apresentados
separadamente do artigo.

e Evite referéncias. Caso seja imprescindivel incluir alguma, certifique-se de citar
o(s) autor(es) e o(s) ano(s).

e Evite abreviagdes ndo padronizadas ou incomuns. Caso seja imprescindivel
incluir alguma, certifique-se de que ela seja definida no resumo logo na
primeira vez em que for mencionada.

Palavras-chave

Voce deve fornecer de 1 a 7 palavras-chave para fins de indexagdo. As palavras-chave
devem ser escritas em inglés. Por favor, evite palavras-chave compostas por varias
palavras (usando "e" ou "de").

Recomendamos que vocé utilize abreviagdes em palavras-chave somente se elas forem
amplamente utilizadas na érea.

Destaques

E recomendavel que vocé inclua os principais destaques do artigo no momento da
submissao.

Os destaques sao uma breve colegdo de topicos que devem capturar os resultados
inéditos da sua pesquisa, bem como quaisquer novos métodos utilizados durante o
estudo. Os destaques ajudarao a aumentar a visibilidade do seu artigo nos mecanismos
de busca. Algumas diretrizes:
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e Envie os destaques como um arquivo editavel separado no sistema de
submissao online, incluindo a palavra "destaques" no nome do arquivo.

e Os destaques devem consistir em 3 a 5 topicos, cada um com no maximo 85
caracteres, incluindo espacos.

Recomendamos que vocé veja exemplos de destaques de artigos e leia sobre os
beneficios de sua inclusdo.

Formulas matematicas

¢ Envie as equagdes matematicas como texto editdvel, ndo como imagens.

e Apresente as formulas simples em linha com o texto normal, sempre que
possivel.

e Use a barra (/) em vez de uma linha horizontal para termos fracionarios
pequenos, como X/Y.

e Variaveis apresentadas em italico.

e Denotemos as poténcias de e por exp.

e Apresente as equagdes separadamente do texto, numerando-as
consecutivamente na ordem em que sdo mencionadas no texto.

Tabelas

As tabelas devem ser enviadas como texto editavel, nao como imagens. Algumas
diretrizes:

e Coloque as tabelas ao lado do texto relevante ou em uma ou mais paginas
separadas no final do seu artigo.

e Cite todas as tabelas no texto do manuscrito.

e Numere as tabelas consecutivamente de acordo com a ordem em que aparecem
no texto.

e Por favor, fornega legendas juntamente com as tabelas.

e Coloque as notas da tabela abaixo do corpo da tabela.

e Evite linhas verticais e sombreamento dentro das células da tabela.

Recomendamos que utilize tabelas com moderagdo, garantindo que os dados
apresentados nelas nao dupliquem resultados descritos em outras partes do artigo.

Figuras, imagens e obras de arte

Figuras, imagens, ilustragdes, diagramas e outros elementos graficos devem ser
fornecidos como arquivos separados juntamente com o manuscrito. Recomendamos a
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leitura de nossas instrugdes detalhadas sobre ilustragdes e outros elementos graficos.
Alguns trechos:

Ao enviar trabalhos artisticos:

Cite todas as imagens no texto do manuscrito.

Numere as imagens de acordo com a sequéncia em que aparecem no seu artigo.
Envie cada imagem como um arquivo separado, utilizando uma convengao de
nomenclatura l6gica para seus arquivos (por exemplo, Figura 1, Figura 2 etc.).

Por favor, forneca legendas para todas as figuras, imagens e ilustragdes.

Os graficos podem ser incorporados ao texto na posicao apropriada. Se estiver
trabalhando com LaTeX, os graficos também podem ser incorporados ao
arquivo.

Formatos de obras de arte

Quando sua arte estiver finalizada, "salve como" ou converta sua arte eletronica para os
formatos listados abaixo, levando em consideracao os requisitos de resolugdo para
desenhos de linha, meios-tons e combinagoes de linha/meio-tom:

Desenhos vetoriais: Salve como arquivos EPS ou PDF incorporando a fonte ou
salve o texto como "graficos".

Fotografias coloridas ou em tons de cinza (meios-tons): Salve como arquivos
TIFF, JPG ou PNG com resolugao minima de 300 dpi (para coluna tinica: min.
1063 pixels, largura da pagina inteira: 2244 pixels).

Desenhos de linhas bitmap: Salve como arquivos TIFF, JPG ou PNG com uma
resolugdo minima de 1000 dpi (para coluna unica: min. 3543 pixels, largura da
pagina inteira: 7480 pixels).

Combinagdes de linhas bitmap/meios-tons (coloridas ou em tons de cinza):
Salve como arquivos TIFF, JPG ou PNG com uma resolu¢do minima de 500
dpi (para coluna unica: min. 1772 pixels, largura da pagina inteira: 3740
pixels).

Por favor, ndo envie:

Arquivos com resolugdo muito baixa (por exemplo, arquivos otimizados para
uso em tela, como GIF, BMP, PICT ou WPG).

Imagens desproporcionalmente grandes em relagdo ao tamanho da fonte podem
tornar o texto ilegivel.
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Legendas das figuras

Todas as imagens devem ter uma legenda. A legenda deve consistir em um titulo breve
(ndo exibido na propria figura) e uma descricdo da imagem. Recomendamos que vocé
mantenha a quantidade de texto em qualquer imagem ao minimo, embora quaisquer
simbolos e abreviagdes utilizados devam ser explicados.

Forneca as legendas em um arquivo separado.

Arte colorida

Se vocé enviar figuras coloridas utilizaveis com seu artigo aceito, garantiremos que
elas aparecam coloridas online.

Certifique-se de que as imagens coloridas sejam acessiveis a todos, incluindo pessoas
com daltonismo. Saiba mais sobre cores e acessibilidade na web.

Inteligéncia Artificial Generativa e Figuras, imagens e obras de arte

Leia nossa politica sobre o uso de IA generativa e ferramentas assistidas por IA em
figuras, imagens e ilustracdes, que pode ser encontrada nas Politicas de IA generativa
para Periodicos da Elsevier . Esta politica declara:

e Naio permitimos o uso de IA generativa ou ferramentas assistidas por IA para
criar ou alterar imagens em manuscritos submetidos.

e A Unica excecao ocorre quando o uso de IA ou ferramentas assistidas por IA faz
parte do projeto ou dos métodos de pesquisa (por exemplo, na area de imagens
biomédicas). Nesse caso, tal uso deve ser descrito de forma reproduzivel na
secao de métodos, incluindo o nome do modelo ou ferramenta, os nimeros de
versdo e extensdo e o fabricante.

e O uso de IA generativa ou ferramentas assistidas por IA na producdo de obras
de arte, como resumos graficos, nao ¢ permitido. O uso de IA generativa na
producao de capas de revistas pode ser permitido em alguns casos, desde que o
autor obtenha autorizagdo prévia do editor e da editora, demonstre que todos os
direitos necessarios para o uso do material em questao foram obtidos e assegure
a correta atribui¢ao do contetdo.

Material suplementar

Incentivamos o uso de materiais complementares, como aplicativos, imagens e trechos
de dudio, para aprimorar a pesquisa. Algumas diretrizes:

¢ O material suplementar deve ser preciso e relevante para a pesquisa.
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¢ C(Cite todos os arquivos suplementares no texto do manuscrito.

e Envie os materiais suplementares juntamente com o seu artigo. Esteja ciente de
que todos os materiais suplementares fornecidos serdo publicados online
exatamente no mesmo formato de arquivo em que foram recebidos. Esses
arquivos nao serdo formatados ou diagramados pela equipe de producao.

¢ Inclua uma legenda concisa e descritiva para cada arquivo suplementar,
descrevendo seu contetdo.

e Forneca os arquivos atualizados caso deseje fazer alteracdes nos materiais
suplementares enviados em qualquer etapa do processo de publicagao.

e Naio faga anotacdes ou corre¢des em uma versao anterior de um arquivo
suplementar.

e Desative a opgao de controle de alteracdes em arquivos do Microsoft Office. Se
o controle de alteragdes estiver ativado, as alteragcdes aparecerdo na versao
publicada.

Video

Esta revista aceita material em video e sequéncias de animagdo para apoiar e aprimorar
sua pesquisa cientifica. Incentivamos a inclusdo de links para arquivos de video ou
animac¢ao em seus artigos. Algumas diretrizes:

e Ao incluir links para arquivos de video ou animagao em seu artigo, faca
referéncia ao conteudo do video ou da animacgao adicionando uma nota no texto
indicando onde o arquivo deve ser inserido.

e Identifique claramente os arquivos, garantindo que o nome do arquivo esteja
diretamente relacionado ao seu conteudo.

e Forneca os arquivos em um dos formatos recomendados. Os arquivos devem ter
um tamanho maximo preferencial de 150 MB por arquivo ¢ 1 GB no total.

e Forneca imagens estaticas para cada um dos seus arquivos. Elas serdo usadas
como icones padrao para personalizar o link para seus videos. Vocé pode
escolher qualquer quadro do seu video ou animagao, ou criar uma imagem
separada.

e Inclua um texto descritivo em seu manuscrito para fazer referéncia ao contetudo
do video. Esse texto ajuda a garantir a acessibilidade para leitores com
deficiéncia visual que dependem de informacdes descritivas. Para periddicos
com publica¢do impressa, isso também ¢ essencial, pois arquivos de video e
animacao ndo podem ser incorporados a versao impressa.

Publicamos todos os arquivos de video e animacao fornecidos na versao eletronica do
seu artigo.
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Para obter instrugdes mais detalhadas, recomendamos que vocé leia nossas diretrizes
sobre como enviar conteiido de video para inclusdo no corpo de um artigo.

Dados de pesquisa

Estamos empenhados em apoiar o armazenamento, o acesso e a descoberta de dados de
pesquisa, e nossa politica de dados de pesquisa estabelece os principios que orientam a
forma como trabalhamos com a comunidade cientifica para apoiar um processo de
pesquisa mais eficiente e transparente.

Os dados de pesquisa referem-se aos resultados de observagdes ou experimentagdes
que validam as descobertas da pesquisa, podendo também incluir software, cddigo,
modelos, algoritmos, protocolos, métodos e outros materiais uteis relacionados ao
projeto.

Leia nossas diretrizes sobre compartilhamento de dados de pesquisa para obter mais
informagdes sobre como depositar, compartilhar e usar dados de pesquisa e outros
materiais de pesquisa relevantes.

Depésito, citacio e vinculacdo de dados de pesquisa

Para esta revista, aplicam-se as instrugdes da Opgao B das nossas diretrizes de dados de
pesquisa . Isso significa que vocé ¢ incentivado a:

e Deposite os dados da sua pesquisa em um repositorio de dados relevante.

e C(Cite e inclua um link para este conjunto de dados em seu artigo.

e (aso isso nao seja possivel, apresente uma declaragao explicando por que os
dados da pesquisa ndo podem ser compartilhados.

Declaracio de dados

Para promover a transparéncia, recomenda-se que vocé informe a disponibilidade de
quaisquer dados no momento do envio.

Garantir a disponibilidade dos dados pode ser uma exigéncia da sua agéncia de
financiamento ou instituicdo. Caso seus dados ndo estejam disponiveis ou nao sejam
adequados para publica¢do, vocé pode indicar o motivo (por exemplo, seus dados de
pesquisa incluem informagdes sensiveis ou confidenciais, como dados de pacientes)
durante o processo de submissdo. Essa declaragdo aparecera junto com seu artigo
publicado no ScienceDirect.

Leia mais sobre a importancia e os beneficios de fornecer uma declaracdo de dados.
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Vinculag¢ao de dados

Ao incluir links para os dados que fundamentam seu trabalho, vocé aumenta sua
visibilidade e pode levar a novas colaboragdes. Isso também proporciona aos leitores
uma melhor compreensao da pesquisa descrita.

Se os seus dados de pesquisa foram disponibilizados em um repositorio de dados,
existem varias maneiras de vincular diretamente o seu artigo ao conjunto de dados:

e Fornega um link para seu conjunto de dados quando solicitado durante o
processo de submissao online.

e Para alguns repositorios de dados, um banner do repositorio aparecera
automaticamente ao lado do seu artigo publicado no ScienceDirect.

e Vocé também pode incluir links para dados ou entidades relevantes no texto do

seu artigo por meio de identificadores. Utilize o seguinte formato: Banco de
dados: 12345 (ex.: TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Saiba mais sobre como vincular dados de pesquisa e artigos cientificos no
ScienceDirect.

Elementos de pesquisa

Esta revista permite a publicagcdo de objetos de pesquisa (por exemplo, dados, métodos,
protocolos, software e hardware) relacionados a pesquisas originais nas revistas
Research Elements da Elsevier .

A Research Elements ¢ uma série de periddicos de acesso aberto com revisao por pares
que tornam os objetos de pesquisa localizaveis, acessiveis e reutilizaveis. Ao fornecer
descri¢oes detalhadas dos objetos e suas aplicacdes, com links para o artigo de pesquisa
original, seus objetos de pesquisa podem ser contextualizados dentro do seu artigo.

Durante o processo de submissao, vocé serd notificado sobre a oportunidade de
submeter um manuscrito a um dos periddicos da Research Elements. Seu artigo para a
Research Elements pode ser preparado por voc€ ou por um de seus colaboradores.

Submissao conjunta de dados, métodos ou protocolos relacionados.

Vocé ¢ incentivado(a) a publicar uma descri¢do dos seus dados de pesquisa, métodos
ou protocolos relacionados ao seu artigo principal como um artigo de submissao
conjunta no Data in Brief ou MethodsX .

Esta submissao conjunta pode ser submetida ao mesmo tempo que a sua submissao
regular do manuscrito para esta revista. Se ambos os manuscritos, o regular e o
conjunto, forem aceitos para publicacdo, eles serdo vinculados no ScienceDirect,
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promovendo assim a reprodutibilidade da pesquisa, a interoperabilidade e a ciéncia
aberta.

e Prepare um manuscrito separado descrevendo seus dados de pesquisa, métodos
ou protocolos, utilizando os modelos obrigatérios do Data in Brief ou do
MethodsX .

e Envie esta submissao conjunta juntamente com seu manuscrito principal como
um item de submissao separado, na pagina "Anexar arquivos" do Editorial
Manager. Em seguida, ela serd encaminhada automaticamente para o Data in
Brief ou MethodsX e atribuida a um editor.

Para obter detalhes sobre a Taxa de Processamento de Artigos (APC) associada, visite:
MétodosX; Dados em resumo

Atencdo: Devido ao processo automatizado de submissdo ao Data in Brief ou
MethodsX , somente apds a aceitacao vocé recebera uma taxa de publicacao de artigo
em acesso aberto personalizada, com base no seu contexto individual (seu pais,
afiliagdo institucional e participacdo em sociedades, por exemplo).

Por favor, visite a pagina de Suporte ao Pesquisador para Submissao Conjunta para
obter mais informagdes sobre como submeter um artigo em conjunto.

Informacdes especificas para o periodico: Redacio e formatacio

Por favor, adicione numeros de linha e de pagina continuos em seu documento
principal.

Estrutura do artigo
Sec¢oes do artigo

e Divida seu artigo em se¢des claramente definidas e numeradas. Numere as
subsecoes como 1.1 (depois 1.1.1, 1.1.2, ...), depois 1.2, etc.

e Utilize a numeragao correta ao fazer referéncias cruzadas dentro do seu artigo.
Nao se refira apenas ao "texto".

e Vocé pode dar um titulo breve as subsecdes. Os titulos devem aparecer em uma
linha separada.

e Naio inclua o resumo do artigo na numeragao das segdes.
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Glossario

Por favor, forneca as defini¢cdes dos termos especificos da area utilizados em seu artigo,
em uma lista separada.

Notas de rodapé

Recomendamos que utilize notas de rodapé com moderagdo. Caso as inclua no seu
artigo, certifique-se de que estejam numeradas consecutivamente.

Vocé pode usar recursos do sistema que inserem automaticamente notas de rodapé no
texto. Como alternativa, vocé pode indicar a posi¢do das notas de rodapé no texto e
apresenta-las em uma se¢ao separada no final do seu artigo.

Agradecimentos

Inclua na se¢do de agradecimentos todas as pessoas que lhe prestaram auxilio durante a
pesquisa, como ajuda com o idioma, a redacao ou a revisao.

Os agradecimentos devem ser colocados em uma secao separada, que aparece
imediatamente antes da lista de referéncias. Nao inclua agradecimentos na pagina de
titulo, como nota de rodapé do titulo ou em qualquer outro lugar do artigo, exceto na
secdo de agradecimentos.

Contribuic¢oes dos autores: CRediT

Os autores correspondentes devem reconhecer as contribui¢des dos coautores usando
as fungdes do CRediT (Contributor Roles Taxonomy) :

e Conceitualizacao

e (uradoria de dados

e Analise formal

e Obtengao de financiamento
e Investigacdo

e Metodologia

e Administragdo de projetos
e Recursos

e Software

e Supervisdo

e Validacdo

e Visualizacao

e Redagdo — rascunho original
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e Escrita —revisao ¢ edicao

Nem todas as fungdes do CRediT se aplicardo a todos os manuscritos e alguns autores
poderdo contribuir por meio de multiplas fungdes.

Recomendamos que vocé leia mais sobre o CRediT e veja um exemplo de declaracdo
de autoria do CRediT .

Fontes de financiamento

Os autores devem divulgar quaisquer fontes de financiamento que tenham fornecido
apoio financeiro para a realizag¢do da pesquisa e/ou preparagdo do artigo. O papel dos
patrocinadores, se houver, deve ser declarado em relagdo ao desenho do estudo, coleta,
analise e interpretacdo dos dados, redacao do relatério e decisdo de submeter o artigo
para publicacdo. Caso as fontes de financiamento nao tenham tido tal envolvimento,
isso deve ser declarado na submissao.

Liste as fontes de financiamento desta forma padronizada para facilitar o cumprimento
dos requisitos do financiador:

Financiamento: Este trabalho foi financiado pelos Institutos Nacionais de Saude
[nimeros de concessdo xxxX, yyyy]; pela Fundacdo Bill & Melinda Gates, Seattle, WA
[nimero de concessdo zzzz]; e pelos Institutos da Paz dos Estados Unidos [numero de
concessao aaaal.

Nao € necessario incluir descri¢cdes detalhadas sobre o programa ou o tipo de bolsas,
auxilios e prémios. Quando o financiamento provém de uma verba global ou de outros
recursos disponiveis para uma universidade, faculdade ou outra instituicdo de pesquisa,
indique o nome do instituto ou organizagao que forneceu o financiamento.

Caso ndo tenha sido disponibilizado financiamento para a pesquisa, recomenda-se
incluir a seguinte frase:

Esta pesquisa ndo recebeu financiamento especifico de agéncias de fomento dos setores
publico, comercial ou sem fins lucrativos.

Apéndices
Solicitamos que utilize o seguinte formato para os anexos:
Identifique os apéndices individuais em seu artigo usando o formato: A, B, etc.

Numere as férmulas e equagdes separadamente dentro dos apéndices, usando formatos
como Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc., e nos apéndices subsequentes, Eq. (B.1), Eq. (B.2), etc.
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Da mesma forma, numere as tabelas e figuras separadamente, usando formatos como
Tabela A.1; Fig. A.1, etc.

Referéncias
Referéncias dentro do texto

Todas as referéncias citadas no seu artigo devem constar também na sua lista de
referéncias, e vice-versa. Algumas diretrizes:

e Asreferéncias citadas no seu resumo devem ser apresentadas na integra.

e Recomendamos que vocé nao inclua resultados nao publicados e comunicagdes
pessoais em sua lista de referéncias, embora possa menciona-los no texto do seu
artigo.

e Quaisquer resultados nao publicados € comunicagdes pessoais incluidos na sua
lista de referéncias devem seguir o estilo de referéncia padrao da revista. Em
vez da data de publicacdo, adicione "resultados ndo publicados" ou
"comunicagdo pessoal".

e Asreferéncias citadas como "no prelo" implicam que o item foi aceito para
publicacio.

Incluir links para as fontes citadas aumentara a visibilidade da sua pesquisa.

Antes de submeter o artigo, verifique se todos os dados fornecidos na sua lista de
referéncias estdo corretos, incluindo quaisquer referéncias que tenham sido copiadas.
Fornecer dados de referéncia corretos permite-nos criar links para servigos de
indexa¢do e resumos como o Scopus, Crossref e PubMed. Quaisquer sobrenomes,
titulos de periodicos ou livros, anos de publicacdo ou paginagdo incorretos nas suas
referéncias podem impedir a criagdo de links.

Recomendamos o uso de Identificadores de Objetos Digitais (DOIs) como links de
referéncia, pois eles fornecem um link permanente para o artigo eletronico
referenciado.

Estilo de referéncia

Indique as referéncias por nimero(s) entre colchetes na mesma linha do texto. Vocé
pode mencionar os nomes dos autores no texto, mas deve sempre fornecer o numero da
referéncia, por exemplo, "como demonstrado [3,6]. Barnaby e Jones [8] obtiveram um

resultado diferente ....".

Numere as referéncias na lista de referéncias na ordem em que aparecem no texto.
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Observe a forma abreviada para o numero da Gltima pagina, por exemplo, 51-9, e que,
para mais de 6 autores, os 6 primeiros devem ser listados seguidos de 'et al.".

Para obter mais detalhes, consulte 'Requisitos Uniformes para Manuscritos submetidos
a Revistas Biomédicas' (J Am Med Assoc 1997;277:927-34) e mais exemplos de
referéncias formatadas .

Abreviar os nomes dos periddicos de acordo com a Lista de Abreviaturas de Palavras
de Titulos (LTWA).

Exemplos:
Referéncia a uma publicacio em peridédico:

[1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. A arte de escrever um artigo cientifico.
163:51-9. https://doi.org/10.1016/5.5s¢.2020.00372.

Referéncia a uma publicacido em periédico com nimero de artigo:

[2] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. A arte de escrever um artigo cientifico.
Heliyon. 2022;19:e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2022.00205.

Referéncia a um livro:
[3] Strunk Jr W, White EB. Os elementos do estilo. 4* ed. Nova York: Longman; 2000.
Referéncia a um capitulo de um livro:

[4] Mettam GR, Adams LB. Como preparar uma versao eletronica do seu artigo. Em:
Jones BS, Smith RZ, editores. Introdugao a era eletronica, Nova York: E-Publishing
Inc; 2023, p. 281-304.

Referéncia a um site:

[5] Cancer Research UK. Relatorios de estatisticas de cancer para o Reino Unido,
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/; 2023
[acessado em 13 de margo de 2023].

Referéncia a um conjunto de dados:

[6] Oguro M, Imahiro S, Saito S, Nakashizuka T. Dados de mortalidade para a doenca
do murchamento do carvalho japonés e composi¢des florestais circundantes [conjunto
de dados]. Mendeley Data. 2015. https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Referéncia ao software:

[7] Coon E, Berndt M, Jan A, Svyatsky D, Atchley A, Kikinzon E, et al. Simulador
Terrestre Avancado (ATS). Versao 0.88 [software]. Zenodo; 25 de margo de 2020.
https://doi.org/10.5281/zenodo.3727209.
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Estilo de referéncia
Referéncias da Web

Ao listar referéncias da web, vocé€ deve fornecer, no minimo, o URL completo ¢ a data
do ultimo acesso. Informagdes adicionais (como DOI, nomes dos autores, datas ou
referéncia a publicacdo original) também devem ser fornecidas, se disponiveis.

Vocé pode listar as referéncias da web separadamente sob um novo titulo, logo apds a
sua lista de referéncias, ou inclui-las na propria lista de referéncias.

Referéncias de dados

Recomendamos que vocé cite os conjuntos de dados subjacentes ou relevantes no texto
do artigo e que liste as referéncias dos dados na lista de referéncias.

Ao citar referéncias de dados, vocé deve incluir:

e nome(s) do(s) autor(es)

e titulo do conjunto de dados

e repositorio de dados

e versao (quando disponivel)

e ano

¢ identificador persistente global

Adicione [dataset] imediatamente antes da sua referéncia. Isso nos ajudara a identificar
corretamente o conjunto de dados. O identificador [dataset] ndo aparecera no seu artigo
publicado.

Referéncias de pré-impressao

Solicitamos que identifique claramente os preprints. Inclua a palavra "preprint" ou o
nome do servidor de preprints como parte da sua referéncia e forneca o DOI do
preprint.

Caso um preprint tenha sido posteriormente disponibilizado como uma publicac¢ao
revisada por pares, utilize a publicacao formal como sua referéncia.

Se houver pré-publicacdes que sejam fundamentais para o seu trabalho ou que abordem
desenvolvimentos cruciais no tema, mas que ainda nao tenham sido publicadas
formalmente, vocé pode cita-las.

Software de gerenciamento de referéncias
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A maioria das revistas da Elsevier disponibiliza seu modelo de referéncias em
softwares populares de gerenciamento de referéncias. Isso inclui produtos que
suportam a Linguagem de Estilo de Citagdo (CSL), como o Mendeley Reference
Manager .

Se vocé utiliza um plugin de citagdo desses produtos, selecione o modelo de perioddico
relevante e todas as suas citagdes e bibliografias serdo formatadas automaticamente no
estilo do periddico. Recomendamos que vocé remova todos os cddigos de campo antes
de submeter seu manuscrito a qualquer software de gerenciamento de referéncias.

Caso nao haja um modelo disponivel para esta revista, siga o formato apresentado nos
exemplos da secdo de estilo de referéncia deste Guia para Autores.

Submissdo do seu manuscrito
Lista de verificacdo para submissao

Antes de concluir o envio do seu manuscrito, recomendamos que leia nossa lista de
verificagdo para submissao:

e Um dos autores foi designado como autor correspondente e seus dados de
contato completos (endereco de e-mail, enderego postal completo e numeros de
telefone) foram fornecidos.

e Todos os arquivos foram carregados, incluindo palavras-chave, legendas das
figuras e tabelas (com titulo, descri¢do e notas de rodapé). Isso inclui quaisquer
materiais suplementares e videos.

e Foram realizadas verificacdes ortograficas e gramaticais.

e Todas as referéncias presentes no texto do artigo sao citadas na lista de
referéncias e vice-versa.

e Foi obtida autorizagdo para a utilizagdo de qualquer material protegido por
direitos autorais proveniente de outras fontes, incluindo a Web.

e Para artigos de acesso aberto, todos os autores compreendem que sao
responsaveis pelo pagamento da taxa de publicacao do artigo (APC, na sigla em
inglé€s) caso o manuscrito seja aceito. O pagamento da APC pode ser coberto
pela institui¢ao do autor correspondente ou pela agéncia de fomento a pesquisa.

Envie online

Nosso sistema de submissdo online orienta vocé em todas as etapas do processo, desde
o preenchimento dos detalhes do seu manuscrito até o envio dos seus arquivos. O
sistema converte os arquivos do seu artigo em um unico arquivo PDF, utilizado no
processo de revisao por pares.
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Para formatar seu artigo para publicacdo final, sdo necessarios arquivos editaveis (por
exemplo, Word, LaTeX). Toda a correspondéncia, incluindo a notificacdo da decisao
do editor e solicitagdes de revisao, sera enviada por e-mail.

Por favor, siga este link para submeter seu artigo.



