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RESUMO 

 

O tratamento com melatonina e a retirada do fluido da blastocele de blastocistos tem sido 

sugeridos como potentes opções para melhorar o desenvolvimento e a viabilidade embrionária 

após a criopreservação de embriões de bovinos. O presente estudo testou essas alternativas 

com o objetivo de melhorar a criotolerância de embriões bovinos produzidos in vitro. Em 

primeiro lugar, os efeitos da melatonina (MEL) foram avaliados em três concentrações no 

meio de maturação (MIV) e/ou meio de cultivo (CIV) (0, 10
-7

, 10
-9

, 10
-11

 M). Os resultados 

mostraram que MEL10
-9

 no MIV pode melhorar significativamente a taxa de clivagem. No 

entanto, quando aplicado durante o CIV, MEL10
-9

 resultou em melhores taxas de blastocistos, 

reduzido número de células apoptóticas (NCA), maior expressão de genes antioxidantes sem 

alterar a expressão de genes anti-apoptóticos e relacionados ao metabolismo e placentação. 

Depois, o tratamento de MEL com melhor resultado no primeiro experimento (MEL 10
-9

 M 

no CIV) foi combinado com a retirada do fluido da blastocele (RFB) imediatamente antes da 

vitrificação. Foram investigadas a qualidade e sobrevivência de embriões. Este estudo 

confirmou que independente da RFB, a suplementação MEL no CIV melhorou a re-expansão 

e eclosão dos embriões vitrificados. No entanto, embriões cultivados sem MEL necessitou de 

maior período de recultivo para sua total re-expansão. Embriões produzidos com MEL 

tiveram similar NCA, independentemente da vitrificação e RFB. A RFB não afetou a 

qualidade do embrião em termos de expressão de genes envolvidos no metabolismo, estresse 

oxidativo, reparo celular, placentação e implantação. Portanto, esta investigação conclui que: 

(i) na concentração de 10
-9

 M, MEL utilizada no CIV melhorou a qualidade e 

desenvolvimento do embrião e, minimizou o estresse oxidativo e a apoptose celular; (ii) os 

embriões cultivados com MEL, vitrificados e re-cultivados podem ser transferidos em menor 

tempo; (iii) a RFB beneficiou a eclosão quando os embriões foram cultivados com MEL no 

CIV; (iv) embriões produzidos com MEL no CIV apresentaram melhor qualidade e 

viabilidade, independentemente da RFB. Esta informação tem um valor potencial para 

pesquisas sobre criotolerância embrionária. 

 

Palavras-chave: Melatonina; retirada do fluido da blastocele; vitrificação; apoptose celular; 

criotolerância de embriões bovinos. 
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ABSTRACT 

 

Melatonin treatment and blastocoel collapse had been suggested to be potent options to 

enhance embryo development and viability after cryopreservation of bovine embryos. The 

present study tested these alternatives with the aim to improve cryotolerance of bovine 

embryos produced in vitro. First, the effects of melatonin (MEL) were evaluated at three 

concentrations in Maturation Media (IVM) and/or Culture Media (IVC) (0, 10
-7

, 10
-9

,
               

10
-11

 M). The results showed that MEL10
-9 

in IVM could improve slightly the cleavage rate. 

However, when applied during IVC, MEL10
-9 

resulted in improved blastocysts rates and 

reduced numbers of apoptotic cells (NAC), a higher expression of antioxidative genes without 

changing the expression metabolism-related, placentation and anti-apoptotic genes. After, the 

MEL treatment giving the best result in first experiment (MEL 10
-9 

M in IVC) was combined 

with blastocoel collapse (BC) immediatly before vitrification. The survival and embryo 

quality were investigated. This experiment confirmed that independent of BC, MEL 

supplementation in IVC enhanced re-expansion and hatching rates of vitrified embryos. 

However, embryos cultured without MEL required more time during re-culture for all 

expansion. Embryos produced with MEL had similar NAC irrespective of vitrification and 

BC. BC did not affect embryo quality, in terms of the expression of genes involved in 

metabolism, oxidative stress, cell repair, placentation and implantation. Therefore, this 

research concluded that: (i) at 10
-9

 M
 
concentration, MEL used during IVC improved embryo 

quality and development, and it minimized the oxidative stress and apoptosis in cells;          

(ii) embryos cultured with melatonin, vitrified and re-cultured can be transfered in less time; 

(iii) the blastocoel collapse benefited hatching when embryos were cultured with MEL in 

IVC; (iv) embryos cultured in IVC with MEL showed better quality and viability, and 

independently of BC. This information has a potential value for researchs on embryo 

cryotolerance.  

 

Keywords: Melatonin; blastocoel collapse; vitrification; cell apoptosis; bovine embryo 

cryotolerance. 
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ACTB β-Actin 

APEX1 Apurinic/apyrimidinic exonuclease 1 

AQP3 Aquaporin 3 

ATP Adenosina trifosfato 

ATR Ataxia-telangiectasia and Rad3 

Bax BCL2-associated X protein 

Bcl-2 B-cell CLL/lymphoma 2 

Bcl-XL BCL2-like 1 

Be Blastocistos eclodidos 

BSA Albumina sérica bovina 

CCO Complexo cumulus-ovócito 

CDH1 E-Cadherin Type 1 

cDNA DNA complementar 

CIV Cultivo in vitro 

CIV+M10
-7

 Meio de cultivo in vitro suplementado com melatonina a 10
-7

 M 

CIV+M10
-9 

Meio de cultivo in vitro suplementado com melatonina a 10
-9 

M 

CIV+M10
-11 

Meio de cultivo in vitro suplementado com melatonina a 10
-11 

M 

CO2 Dióxido de carbono 

CTZL Centro de Transferência de Tecnologias de Raças Zebuínas com Aptidão 

Leiteira  

D0 Dia zero 
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D3 Dia três 

D7 Dia sete 

DNA Ácido desoxirribonucleico 

DNAse Desoxirribonuclease 

DNMT1a DNA Methyl-Transferase 1 

DNMT3A DNA Methyl-transferase 3a 

EEF1A2 Eukaryotic translation elongation fator 1 alpha 2 

EROS Espécies reativas de oxigênio 

FIV Fecundação in vitro 

FOS FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog 

FOSB FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B 

FOSL1 FOS-like antigen 1 

FOSL2 FOS-like antigen 2 

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GDF9 Growth differentiation factor-9 

GPx Glutationa peroxidase 

GPx4 Glutathione peroxidase 4 

GSH Glutationa na forma reduzida 

GSSG Glutationa na forma oxidada 

H2DCFDA Diacetato de 6-carboxi-2,7-diclorodihidrofluoresceina 

H2O2 Peróxido de hidrogênio 

HAS1/2 Hyaluronan synthase 1/2 

HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 

HSP1A1 Heat shock 70kDa protein 1A 

HSPA5 Heat shock 70kDa protein 5 (glucose-regulated protein, 78kDa) 

HSPB1 Heat shock 27kDa protein 1 

ICB3 Instituto de Ciências Biológicas 3 
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IETS Sociedade Internacional de Transferência de Embriões 

IIK7 N-butanoyl2-(2-methoxy-6H-isoindolo[2,l-a]indol-l1-yl)ethanamine 

KRT8 Keratin 8 

KTR18 Keratin 18 

LH Hormônio luteinizante 

LRA Laboratório de Reprodução Animal 

M Molar 

MARF1 Meiosis arrest female 1 [Mus musculus (house mouse)] 

mg Miligrama 

MIV Maturação in vitro 

MIV/CIV+M10
-9

 Meio de maturação in vitro e meio de cultivo in vitro suplementados 

com melatonina a 10
-9 

M 

MIV+M10
-7

 Meio de maturação in vitro suplementado com melatonina a 10
-7 

M 

MIV+M10
-9

 Meio de maturação in vitro suplementado com melatonina a 10
-9 

M 

MIV+M10
-11

 Meio de maturação in vitro suplementado com melatonina a 10
-11 

M 

mL Mililitro 

MLH1 MutL homolog 1 

mM Milimolar 

MMR Sistema de reparo de erros do DNA 

MRE11A Meiotic recombination 11 homolog A  

MSH2 Bos taurus mutS homolog 2  

MSH6 Bos taurus mutS homolog 6  

MT1 Receptor para melatonina 1 

MT2 Receptor para melatonina 2 

NADPH Fosfato de nicotinamida-adenina-dinucleotídeo 

NCA Número de células apoptóticas 

ng Nanograma 
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nm Nanômetro 

nM Nanomolar 

NTC Número total de células 

OCC Occludin 

OH Hidroxila 

p53 Tumor protein p53  

PBS Tampão fosfato-salino 

PBS-PVA 0,1% de álcool polivinílico em tampão fosfato-salino  

PBS-PVP 0,1% de polivinilpirrolidona em tampão fosfato-salino  

PCNA Proliferating cell nuclear antigen 

PIVE Produção in vitro de embriões 

pM Picomolar 

PMM Potencial da membrana mitocondrial 

PMS2 Mismatch repair endonuclease 

PPGZ Programa de Pós-Graduação em Zootecnia 

PPIA Peptidylprolyl isomerase A 

PTX3 Pentraxin  

RFB Retirada do fluido da blastocele 

RNAm Ácido ribonucleico mensageiro 

rpm Rotações por minuto 

RT-PCR Reação em cadeia da polimerase em tempo real 

RT-Qpcr Reação em cadeia da polimerase em tempo real quantitativo 

SDHA Succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A 

SLC2A1 Bos taurus solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), 

member 1 

SLC2A3 Bos taurus solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), 

member 3 

SOD Superóxido dismutase 
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SOD2 Superoxide Dismutase 2 

TUNEL Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick end 

labeling 
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CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

A aplicação de técnicas de produção, incluindo as biotecnologias ligadas à 

reprodução animal, contribuiu para o Brasil se destacar como um dos principais produtores 

e exportadores de carne bovina, incrementar a produção leiteira 
1,2

 e tornar-se líder na 

produção in vitro de embriões bovinos (PIVE) 
3
.  

A PIVE permite a formação de um novo indivíduo por meio da interação do 

espermatozoide com o ovócito fora do trato reprodutivo feminino 
4
. Esta biotecnologia tem 

sido empregada comercialmente na bovinocultura no intuito de acelerar a produção de 

fêmeas leiteiras, obter animais com bom rendimento de carcaça para produção de carne de 

qualidade e acelerar o ganho genético em rebanhos de elite. Dentre as vantagens da PIVE 

estão: o aumento do número de embriões produzidos em menor período de tempo, a 

utilização de fêmeas pré-púberes, gestantes e não cíclicas e o melhor aproveitamento do 

sêmen sexado 
5
. Já as principais limitações incluem o baixo desenvolvimento dos embriões 

até blastocisto, a menor resistência dos embriões à criopreservação, as perdas embrionárias 

e fetais após a transferência, os problemas no período periparto (distocias, mortalidade 

natal e pós-natal) e a ocorrência de alterações congênitas 
6
. 

Apesar dos recentes avanços biotecnológicos, pesquisas têm sido direcionadas 

para melhorar a eficiência da PIVE em relação à maturação, fecundação, desenvolvimento 

embrionário e criopreservação 
7–14

.   

Um dos principais obstáculos para a comercialização de embriões produzidos 

in vitro é a baixa eficiência da criopreservação devido à menor criotolerância desses 

embriões quando comparada com embriões produzidos in vivo 
15,16

. Dessa forma, 

inovações na tecnologia de criopreservação de embriões criam incipientes perspectivas 

para um novo ciclo de expansão da PIVE no Brasil, assim como a abertura de mercados 

externos 
17

. 

Deste modo, a baixa criotolerância dos embriões produzidos in vitro é uma 

consequência do sistema de produção. A exposição a altas concentrações de oxigênio 

ambiente e consequentemente à ação de espécies reativas de oxigênio (EROS) 
18,19

, 

promove lesões nas mitocôndrias e no retículo endoplasmático liso 
20

 e altera a expressão 

de alguns genes 
21

. Além disso, o processo de criopreservação aumenta a atividade das 
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EROS que, associada à presença de água na cavidade blastocele, pode prejudicar a 

qualidade dos blastocistos durante a criopreservação devido à formação de cristais de    

gelo 
22

. Em decorrência disso, a média de gestação e nascimentos de embriões 

criopreservados é menor do que aqueles não criopreservados devido à morte embrionária 

precoce 
23

.   

Neste contexto, estudos têm relatado que a adição de antioxidantes tais como 

vitamina C 
7
, mio-inositol 

8
, resveratrol 

9,10
 e melatonina 

24
 ao meio de maturação e/ou 

cultivo melhora a eficiência do desenvolvimento de embriões produzidos in vitro. 

Pesquisas recentes demonstraram que o uso da melatonina em algumas etapas do sistema 

de produção in vitro 
12

 e a retirada do fluido da blastocele melhoram a criotolerância e a 

sobrevivência embrionária após o aquecimento 
13

.  

Embora seja conhecida a ação benéfica da melatonina e da retirada do fluido da 

blastocele no processo de criotolerância embrionária, a associação entre estas duas 

estratégias ainda não foi testada. Levando em conta estes aspectos, nossa hipótese é que a 

associação da suplementação da melatonina e a retirada do fluido da blastocele melhora a 

criopreservação e, consequentemente a sobrevivência de embriões bovinos vitrificados.  

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Características da produção in vitro de embriões 

 

Para a formação de um novo indivíduo no processo de PIVE são necessárias 

etapas de colheita e maturação in vitro (MIV) dos ovócitos, fecundação in vitro (FIV) e o 

cultivo in vitro (CIV) de zigotos e estruturas embrionárias fora do útero animal, ao 

contrário da clássica transferência de embriões 
25

. 

Embriões produzidos in vitro geralmente possuem menor número de células 
26

 

e ultraestrutura diferente dos produzidos in vivo, pois apresentam mais lipídeos, menos 

microvilosidades e mais debris celulares 
27,28

. Estudos de quantificação de ácido 

ribonucleico mensageiro (RNAm) mostraram redução na taxa de expressão de diversos 

genes de blastocistos bovinos produzidos in vitro, sugerindo que falhas nos processos de 

transcrição e tradução reflitam em qualidade inferior desses embriões em relação aos 

embriões produzidos in vivo 
29

. 
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Assim, essas diferenças acarretam em menor taxa de prenhez após a 

transferência a fresco 
5
 e menor criotolerância do embrião produzido in vitro devido ao 

sistema de cultivo, estágio de desenvolvimento, qualidade do embrião e método de        

criopreservação 
30–32

. 

Além disso, a criopreservação no sistema PIVE é fundamental, visto que a 

produção de ovócitos por doadora pode variar consideravelmente 
33

, o que dificulta a 

estimativa de produção de embriões e o número de receptoras necessárias. Atualmente, 

mesmo utilizando os protocolos de transferência de embriões em tempo fixo, as receptoras 

devem ser sincronizadas antes da aspiração folicular 
34

. O uso do número ótimo de 

receptoras por doadora determina a produção de prenhezes com menor custo 
35

. 

 

2.2 Criopreservação de embriões 

 

Os métodos de criopreservação podem ser por congelamento lento ou 

vitrificação e resultam em prole saudável, apesar dos embriões sofrerem consideráveis 

danos morfológicos e funcionais 
36

. Ambos são baseados em dois fatores principais: 

crioprotetores (etilenoglicol, dimetilsulfóxido, glicerol e outros) e velocidades de 

congelação-descongelação. 

A criopreservação de blastocistos é um desafio em virtude das suas 

características inerentes, tais como: 1) permeabilização lenta do crioprotetor no blastocisto, 

em grande parte devido à forma multicelular; 2) zona pelúcida que atua como uma barreira 

fisiológica para a penetração dos crioprotetores e 3) presença da blastocele que pode ser 

inadequadamente desidratada durante a criopreservação. Por conseguinte, existe maior 

probabilidade de danos pela formação de cristais de gelo resultante do processo de 

criopreservação inadequado 
37

. 

A movimentação da água e dos crioprotetores ocorre através da membrana 

celular dos embriões por difusão simples ou facilitada. A difusão facilitada depende de 

canais de membrana constituídos por proteínas como a aquoporina e sua expressão ocorre 

ao longo do desenvolvimento embrionário. Logo, embriões mais desenvolvidos como 

blastocistos expandidos apresentam proporcionalmente mais canais e maior 

permeabilidade aos crioprotetores do que ovócitos e embriões menos desenvolvidos como 

mórulas e blastocistos iniciais 
38

.  
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Outro fator associado à baixa criotolerância dos embriões produzidos in vitro 

seria a maior quantidade de lipídio citoplasmático destes embriões 
39–42

. Apesar de não 

estar claro por que e como ocorre esse acúmulo de lipídios, há evidências de que pode ser 

influência da adição de soro fetal bovino ao meio de cultura ou pelo resultado de 

anormalidades no metabolismo de energia do embrião, o que também afeta as propriedades 

de estabilidade da membrana celular 
32,43

. Embora o acúmulo de lipídios 

intracitoplasmáticos possa prejudicar a criotolerância, também apresentam um papel 

fisiológico importante, uma vez que são potenciais reservatórios de energia para o 

desenvolvimento pré-implantação inicial, antes da ativação do genoma embrionário 
44

. 

O processo de criopreservação também reduz o número total de células 

embrionárias viáveis, sendo que o método de vitrificação promove danos específicos na 

massa celular interna, mas não altera o número de células do trofoectoderma após o 

aquecimento 
45

. Contudo, a utilização de soro no meio de cultivo como fonte proteica 

aumenta o número de células do trofoectoderma e reduz a criotolerância embrionária 
40,46

. 

A extensão da injúria da criopreservação depende de fatores como tamanho e 

tipo celular, permeabilidade de membranas, qualidade e sensibilidade dos blastômeros 
47

. 

Assim, no intuito de melhorar a sobrevivência dos embriões produzidos in vitro 

que são mais sensíveis à criotolerância que os produzidos in vivo 
16

 e buscar alternativas ao 

congelamento lento que é um processo demorado e necessita de uma máquina de 

congelação 
48

, a vitrificação tornou-se o método mais eficiente para congelá-los, uma vez 

que expõe os embriões por um curto período de tempo a altas concentrações de     

crioprotetores 
49

.  

 

2.2.1 Vitrificação de embriões  

 

A vitrificação é o método de criopreservação que proporciona rápida saída da 

maior parte da água presente dentro das células embrionárias, deixando-as suficientemente 

desidratadas e permeáveis aos crioprotetores. Durante o resfriamento, os crioprotetores 

formam uma solução viscosa que faz com que a água se solidifique em estado vítreo, sem a 

ocorrência de cristais de gelo 
36

. Estudos recentes demostraram que embriões vitrificados 

em estágio de desenvolvimento mais avançado apresentaram maiores taxas de 

sobrevivência 
30

. 
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Dentre os vários dispositivos criados para reduzir o volume do crioprotetor 

tóxico e o contato rápido com o nitrogênio líquido, o mais usado atualmente para a 

vitrificação de embriões bovinos é o Cryotop 
50

. Este método utiliza uma haste de 

polipropileno para a deposição dos embriões e mostrou melhores taxas de eclosão 48 horas 

após o descongelamento, tanto em embriões produzidos in vivo quanto in vitro 
31,51

. 

O processo de vitrificação aumenta a atividade de EROS, que promove lesões 

nas mitocôndrias e no retículo endoplasmático liso 
20

. Além disso, altera a expressão de 

alguns genes, mas em menor extensão que o método lento 
21

. Dentre as variáveis que 

reduzem a taxa de sobrevivência embrionária após a criopreservação, o número de células 

apoptóticas foi a que apresentou maior correlação 
52,53

. Quando se comparou a taxa de 

apoptose de blastômeros em embriões bovinos produzidos in vitro frescos e vitrificados 

verificou-se aumento médio de 20,3% para 40,8% 
52

, respectivamente. 

   

2.3 Estresse oxidativo 

 

O desequilíbrio entre as espécies reativas de oxigênio e os agentes 

antioxidantes é denominado estresse oxidativo ou desequilíbrio redox. Durante a 

criopreservação, embriões também estão susceptíveis a danos oxidativos 
20

. Dentre as 

principais causas da baixa eficiência da produção in vitro de embriões está a contínua e 

excessiva produção de EROS associada à depleção da concentração intracelular de 

glutationa (GSH) 
54,55

.  

 

2.3.1 Espécies reativas de oxigênio (EROS) 

 

O termo "espécies reativas de oxigênio” é aplicado aos radicais livres e seus 

intermediários não-radicais. Os radicais livres são definidos como espécies que contenham 

um ou mais elétrons desemparelhados. É esta camada de elétrons incompleta que confere a 

sua elevada reatividade. Os radicais livres podem ser gerados a partir de muitos elementos, 

mas os mais importantes em sistemas biológicos são aqueles envolvendo oxigênio e 

nitrogênio 
56

. Os radicais livres mais comuns do oxigênio são o superóxido, o peróxido de 

hidrogênio e o radical hidroxila 
57

. 

Em condições basais, EROS são produzidas durante o metabolismo aeróbico e 

participam dos processos fisiológicos para a manutenção de várias funções biológicas 
56,57

. 
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Entretanto, a abundância de EROS pode ter efeitos deletérios sobre as funções celulares, 

pois ocorre desequilíbrio redox. Assim, na tentativa de tornarem-se estáveis, as células 

adquirem elétrons a partir de ácidos nucleicos, lipídios, proteínas, hidratos de carbono ou 

qualquer molécula próxima, o que causa uma cascata de reações e resulta em danos 

celulares e até apoptose 
58,59

. Adicionalmente, as EROS agem como sinais no controle da 

expressão gênica para regular funções celulares 
60

. 

Fisiologicamente, o equilíbrio entre EROS e antioxidantes orgânicos tem 

importante papel também em processos reprodutivos tais como foliculogênese, 

esteroidogênese ovariana, maturação do ovócito, ovulação, formação e função do corpo 

lúteo, luteólise, função das células germinativas, embriogênese, implantação embrionária, 

manutenção da gestação e início do parto 
30,57,61

. Reflexo disso é a presença das enzimas 

antioxidantes como a superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase 

no oviduto de mamíferos, as quais auxiliam no controle da geração de EROS no trato 

genital, o que pode ser um fator determinante para o sucesso da fertilização e da 

implantação 
62–64

. 

A manutenção do equilíbrio redox intra e extracelular é fundamental para 

proporcionar ambientes adequados para a expressão metabólica e gênica durante o 

desenvolvimento embrionário 
60

.  

 

2.3.2 Controle antioxidante da produção de EROS 

 

A produção intracelular e a propagação de EROS são controladas por sistemas 

antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos altamente complexos e integrados, que inibem 

a formação e a ação oxidativa das EROS e reparam os danos causados pelos metabólitos 

resultantes do desequilíbrio redox 
65,66

.  

As células são protegidas contra danos oxidativos induzidos por EROS por 

vários antioxidantes não enzimáticos presentes na dieta tais como ácido ascórbico 

(vitamina C), tocoferol (vitamina E), selênio, zinco, taurinas, hipotaurinas, caroteno, ácido 

lipóico e compostos tióis (cistina, cisteína, cisteamina e beta-mercaptanol) 
67

. 

O sistema de proteção enzimático inclui a SOD que catalisa o radical 

superóxido em oxigênio e peróxido de hidrogênio; as peroxirredoxinas que degradam o 

peróxido de hidrogênio; a catalase que age sobre o peróxido de hidrogênio produzindo 



7 

 

água e oxigênio; e o sistema glutationa redutase/peroxidase que é o principal mecanismo 

de defesa contra as EROS 
68

.  

 

2.3.2.1 Sistema glutationa redutase/peroxidase  

 

A glutationa, potente antioxidante, é considerada crucial para manter o 

equilíbrio redox intra e extracelular e está presente na forma reduzida (GSH) e oxidada 

(GSSG) 
57

.  

A ação protetora da glutationa contra as EROS é facilitada pela interação de 

duas enzimas. A glutationa peroxidase, uma enzima antioxidante contendo selênio, catalisa 

a redução do peróxido de hidrogênio (H2O2) e peróxidos de lipídios na presença de GSH, 

que é convertida a GSSG. Esta é então reduzida pela glutationa redutase na presença de 

fosfato de nicotinamida-adenina-dinucleotídeo (NADPH), a qual é gerada principalmente 

na via das pentoses fosfato (Figura 1). Qualquer desequilíbrio neste processo resultará em 

menor concentração intracelular de GSH, favorecendo o estresse oxidativo 
69

. 

Além da proteção contra lesões oxidativas em células e embriões, a GSH tem 

muitas funções importantes na síntese de ácido desoxirribonucleico (DNA), transcrição, 

ciclos celulares, atividade das citoquinas e apoptose. Desta forma, exerce papel 

fundamental no processo de maturação dos ovócitos, na fertilização e na fase de 

desenvolvimento pré-implantação do embrião 
69

. 

 

2GSH + H2O2  
GSH peroxidase

→  GSSG + 2H2O 

GSSG + NADPH + H
+
 
GSH redutase

→  2GSH + NADP
+ 

 

FIGURA 1 – Reações químicas da ação protetora da glutationa via 

dismutação do peróxido de hidrogênio. 

                Fonte: Adaptado de Luberda (2005) 

 

O desenvolvimento embrionário é influenciado pela relação do estado redox 

intra e extracelular com a síntese de GSH e de DNA. A síntese e secreção de GSH no 

líquido tubário indica que o equilíbrio redox do ambiente intra e extracelular também é 

importante no desenvolvimento embrionário in vivo 
60

, o que torna essencial a inclusão de 

antioxidantes no sistema in vitro.  
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2.3.3 Uso de antioxidantes na produção in vitro de embriões 

 

A produção e a qualidade embrionária são afetadas principalmente pela 

qualidade do ovócito imaturo e pela composição do meio de maturação 
70

. A maturação 

ovocitária completa envolve a maturação nuclear, com extrusão do corpúsculo polar e 

reinício da meiose; maturação citoplasmática, onde ocorre rearranjo de organelas; e 

maturação molecular, com aumento na produção de RNAm e moléculas importantes para o 

futuro embrião 
71

. Dessa forma, para que essas etapas ocorram fisiológica e 

cronologicamente corretas, o meio de maturação é vital para a maturação nuclear, clivagem 

e formação de blastocistos 
70

.  

Durante o cultivo in vitro, os embriões ficam expostos a altas concentrações de 

oxigênio ambiente, o que afeta negativamente o desenvolvimento embrionário         

precoce 
18,19

. As condições do CIV expõem ovócitos, espermatozoides e embriões à ação 

das EROS, uma vez que sem a proteção da tuba uterina, a produção de antioxidantes é 

reduzida e ocorre o desequilíbrio redox 
18,67

, causando efeitos deterioradores no reparo do 

DNA, organização do fuso mitótico e maturação do ovócito 
19

. Assim, é importante manter 

o equilíbrio do estado redox intracelular através do aumento do nível de GSH, 

proporcionando melhores condições para o desenvolvimento do embrião 
60

.  

Baseado nas condições fisiológicas, uma estratégia para minimizar o estresse 

oxidativo é o cultivo dos embriões sob baixa tensão de oxigênio, visto que reduz a 

produção de radicais livres e melhora o desenvolvimento embrionário 
72–75

. 

A inclusão de antioxidantes ou eliminadores de radicais livres no meio de  

MIV 
76,77

 e no meio CIV também pode reduzir o estresse oxidativo e promover melhores 

condições de desenvolvimento embrionário 
24,78

 e também melhorar a resposta à 

criopreservação 
12,79

. Outra alternativa é a adição de antioxidantes aos meios de recultivo 

após a criopreservação para reduzir a produção de radicais livres e minimizar o estresse 

oxidativo gerado pelo sistema 
80

. 

 

2.4 Melatonina  

 

Melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é derivada do aminoácido triptofano 

e sintetizada pela glândula pineal e outros locais extra-pineais como olho e ovário 
81

.  
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Embora a melatonina tenha várias ações fisiológicas importantes, incluindo o 

controle dos ritmos circadianos, indução do sono, regulação da reprodução sazonal e 

melhorar a resposta imune 
82

, a função mais básica está relacionada às suas ações 

antioxidantes que protegem os organismos de estresse oxidativo, incluindo o sistema 

reprodutor 
83

. Tem sido utilizada com diversas finalidades terapêuticas no ser humano 
82,84

, 

inclusive melhorar a qualidade ovocitária e embrionária em diversas espécies           

animais 
8,11,78,85–90

. 

As funções ovarianas podem ser influenciadas pela melatonina, tanto que a sua 

concentração no fluido folicular ovariano é maior que no plasma, sendo que na espécie 

bovina varia de 25 a 30 pg/mL, dependendo do diâmetro do folículo 
77

. Esse composto 

altera a atividade esteroidogênica das células da granulosa e a função folicular através do 

aumento da expressão de RNAm de receptores de hormônio luteinizante (LH) nas células 

da granulosa 
77,91

, exercendo portanto, um importante papel na ovulação e na produção de 

progesterona 
92

. 

A verificação de que a melatonina atua livrando as células dos radicais livres 

tem ampliado a compreensão de seus mecanismos benéficos sobre a fisiologia reprodutiva. 

No processo de ovulação, por exemplo, a melatonina quando está presente na quantidade 

adequada pode atuar nas EROS, as quais são produzidas localmente durante o processo e 

parecem ter um papel essencial na ruptura do folículo. No entanto, o excesso de EROS 

neste momento da ovulação, também pode ser responsável por estresse oxidativo, fator que 

pode danificar as células da granulosa e ovócitos dentro do folículo 
93

. 

 

2.4.1 Melatonina como antioxidante 

 

A melatonina atua diretamente sobre as EROS, estimula a ação de enzimas 

antioxidantes endógenas como a SOD, a glutationa redutase e a catalase, e inibe a ação de 

enzimas pró-oxidantes como a cicloxigenase 
94

. Embora as ações diretas de eliminação de 

radicais livres da melatonina sejam realizadas sem a interação com receptores específicos, 

seus efeitos estimuladores sobre as enzimas antioxidantes são provavelmente mediados por 

receptores de membrana ou sítios de ligação nucleares ou no citosol 
95

.  

A estrutura química hidrofílica e hidrofóbica da melatonina que confere sua 

ação antioxidante (Figura 2).  A presença do anel indol heterocíclico e as duas cadeias 

laterais proporcionam a capacidade de retirar radicais livres pela adição de radicais 
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hidroxila (OH), pela doação de elétrons ou de átomos de hidrogênio, substituição de 

átomos de hidrogênio por radicais OH ou pela ligação ao óxido nítrico 
96

. 
 

 

                                FIGURA 2 – Estrutura química da melatonina. 

                                 Fonte: Tan et al. 
96

 

 

Grande parte da sua eficiência in vivo pode ser atribuída à cascata de 

metabólitos antioxidantes que a melatonina produz 
97,98

. Ao contrário da maioria das 

pequenas moléculas biológicas antioxidantes tais como a vitamina C (ácido ascórbico),    

α-tocoferol (vitamina E), ácido lipóico, etc., a melatonina não faz ciclo redox, mas sofre 

um rearranjo molecular, removendo eficazmente o elétron livre do sistema (Figura 3). 

Cada um destes produtos de rearranjo é também um potente antioxidante 
96,99

, que aumenta 

a regulação de enzimas antioxidantes e reduz a concentração de enzimas pró-oxidantes e 

pró-inflamatórias. Assim, mesmo em baixas concentrações, a melatonina torna-se 

altamente eficiente na proteção de organismos ao estresse oxidativo 
100

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 3 – Transformação da melatonina pela atividade antioxidante. EROS=espécies reativas de 

oxigênio; CYP450=citocromo P450; AMK=N-acetil-5-metoxikinuramina; 

AFMK=N
1
-acetil-N

2
-formil-5-metoxikinuramina; AMMC=3-acetamidometil-6-

metoxicinnolinona; AMNK=N
1
-acetil-5-metoxi-3-nitrokinuramina. 

   Fonte: Adaptado de Johns e Platts 
101
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A maior parte destes processos envolve mais de uma espécie reativa ao 

oxigênio por passo, de modo que uma molécula de melatonina poderia eliminar até          

10 espécies de radicais antes do metabólito final 
102

.  

A melatonina possui ainda ação reparadora sobre moléculas oxidadas porque 

aumenta as concentrações de enzimas de reparação de DNA como a APEX1 em condições 

de estresse oxidativo e nitrosativo 
103,104

. Adicionalmente, combate os efeitos deletérios do 

envelhecimento das mitocôndrias pela manutenção da homeostase da GSH e produção de 

adenosina trifosfato (ATP) 
103,105

, uma vez que o DNA mitocondrial é um alvo importante 

de radicais livres 
106

.  

 

2.4.2 Melatonina na produção in vitro de embriões  

 

A atividade antioxidante e anti-apoptótica da melatonina no processo de 

produção in vitro de embriões tem sido alvo de estudos 
99,101

. Dependendo das 

concentrações utilizadas pode melhorar o desenvolvimento pré-implantação e                      

a criotolerância de embriões humanos 
107

, camundongos 
78,108

, ovinos 
87,109

, suínos 
88

, 

búfalos 
89

, coelhos 
90

 e bovinos 
11,110

. 

 

2.4.2.1 Adição de melatonina ao meio de maturação  

 

O processo de maturação compreende uma série de eventos nucleares e 

citoplasmáticos que preparam o ovócito para a fecundação 
111

. A maturação nuclear refere-

se à retomada da primeira meiose (prófase I) até a fase de metáfase II 
112

. Na maturação 

citoplasmática ocorrem processos complexos e eventos simultâneos como a síntese de 

proteínas 
113

, modificações moleculares 
114

, migração e reorganização de organelas no 

citoplasma 
115

. Somente após sofrer maturação completa o ovócito adquire competência, 

ou seja, torna-se capaz de ser fecundado, suportar o desenvolvimento embrionário e induzir 

a gestação 
112

.  

A produção de GSH afeta diretamente a maturação citoplasmática, pois tem 

importante papel na formação e estabilização do fuso mitótico em ovócitos maturados 
19

. A 

adição de melatonina ao meio de MIV está relacionada a elevadas concentrações de GSH e 

à melhor eficiência da maturação até a formação do blastocisto em camundongas 
116,117

 e 

em bovinos 
77

.  
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A adição de melatonina ao meio de MIV para melhorar a produção de 

embriões produzidos in vitro tem sido reportada em camundongos 
116,118

, suínos 
119

,  

ovinos 
76

 e bovinos 
120,121

. Protege as células do cumulus de danos no DNA 
122

, mas há 

variação nos resultados de desenvolvimento embrionário in vitro em bovinos 
77,122,123

. 

Nesta espécie, o desenvolvimento de embriões produzidos in vitro e o número de células 

por blastocisto pode variar dependendo da concentração de melatonina utilizada no meio 

de MIV 
77

.  

A maturação de complexo cumulus-ovócito (CCO) de camundongas necessita 

de baixa concentração de melatonina (10 nM) em comparação com ovócitos sem células 

do cumulus (10 a 100 µM) 
124

. Para ovócitos ovinos, a adição de 10
-6

 M de melatonina ao 

meio de MIV melhorou a maturação e a taxa de clivagem, mas na concentração de 10
-5

 M 

esse efeito não foi verificado 
76

. Para ovócitos bovinos, as concentrações de 10
-9 

M e       

10
-7

 M mostraram melhores resultados 
77

.  

Os receptores de membrana para melatonina estão presentes no sistema 

reprodutivo de mamíferos 
83

. Em bovinos, receptores para a melatonina 1 (MT1) e 2 (MT2) 

podem ser identificados em ovócitos, células do cumulus, células da granulosa 
77

, mas nos 

blastocistos somente MT1 é expresso 
122

. A maior parte da resposta no receptor MT1 

ocorre em baixas concentrações de melatonina, mas a resposta mediada por MT2 ocorre 

em concentrações mais elevadas 
125

. Consequentemente, estudos mostram que a 

suplementação de 10 ou 50 ng/mL de melatonina ao meio de MIV melhorou a maturação 

nuclear e a expansão das células do cumulus 
126

.  

Os efeitos benéficos da melatonina sobre a maturação do ovócito bovino são 

mediados por receptores de membrana tais como o agonista do receptor de melatonina 

(IIK7), enquanto o antagonista do receptor de melatonina (luzindol) bloqueia estes efeitos. 

Estudos têm mostrado que a suplementação de melatonina durante a maturação do ovócito 

bovino aumenta significativamente as expressões de genes associados à maturação 

ovocitária (GDF9, MARF1, DNMT1a) e de genes relacionados com a expansão das células 

do cumulus (PTX3, HAS1/2) 
77

. 

Adicionalmente, o conhecimento deste antioxidante no processo de maturação 

contribui para novas informações sobre criopreservação de ovócitos, uma vez que a 

suplementação de melatonina a 10
-9

 M no meio de MIV diminuiu significativamente a 

produção de EROS e inibiu eventos apoptóticos de ovócitos bovinos vitrificados, 

aumentando o seu potencial de desenvolvimento 
127

. 
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2.4.2.2 Adição de melatonina ao meio de cultivo de embriões 

 

A manipulação de embriões durante o cultivo in vitro em concentrações de 

oxigênio aumenta o risco de exposição a quantidades elevadas de EROS e radicais livres 

que afetam negativamente o desenvolvimento embrionário precoce 
18,19

. A apoptose 

durante o desenvolvimento pré-implantação do embrião desempenha papel fundamental na 

eliminação de células defeituosas, mas pode induzir maior perda de células normais 
128

, 

parcialmente devido às condições de cultivo 
129

.  

A melatonina tem sido relatada como fator chave para melhorar as condições 

de cultivo in vitro de embriões pré-implantação devido a sua capacidade de eliminar 

radicais livres 
78

, atuar como antioxidante 
78

 e como agente anti-apoptótico 
130

. A 

suplementação de melatonina no meio de CIV nas concentrações de 10 a 50 µM resultou 

em maior taxa de clivagem e de embriões bubalinos transferíveis, quando comparado com       

5 µM e o tratamento controle 
89

. Para embriões de coelhos, a adição na concentração de  

10
-3

 M aumentou a taxa de blastocistos, mas em menor concentração (10
-6

 M) as taxas de 

blastocisto e eclodibilidade 48 horas pós-inseminação foram mais altas 
90

. 

Quando embriões bovinos foram cultivados com melatonina, foi necessário 

aumentar sua concentração (10
-7 

M) até o segundo dia de cultivo com posterior redução do 

terceiro ao sétimo dia de cultivo (10
-9

 M) para obter maior produção e eclodibilidade de 

blastocistos. Ambas concentrações produziram aumento no número de células por 

blastocisto em relação ao grupo controle, refletindo em melhor qualidade embrionária 
24

.  

Essa melhora na qualidade dos embriões cultivados em meio contendo melatonina 

relaciona-se com a redução da produção de EROS e da apoptose celular durante o 

desenvolvimento embrionário 
78

. 

Quando adicionada na concentração apropriada para o cultivo in vitro, a 

melatonina regula negativamente a expressão de genes pró-apoptóticos (p53, Bax,  

caspase-3) e positivamente a expressão de genes anti-apoptóticos (Bcl-2, Gpx4,        

SOD1) 
10,78

. Assim, os embriões produzidos in vitro tornam-se mais habilitados para a 

implantação, aumentam as chances de sobrevivência pós-natal e, com isso, o número de 

crias por fêmea 
78

. 

Os benefícios da adição da melatonina ao meio de CIV relacionam-se à 

cinética de desenvolvimento in vitro de embriões e à melhor a qualidade dos blastocistos, 

refletindo em maior criotolerância e sobrevivência embrionária após o aquecimento 
12

. 
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Embriões bovinos cultivados em meio contendo melatonina (10
-7

 M) apresentaram maiores 

taxas de eclosão e menor taxa de mortalidade até 72 horas do recultivo após o 

aquecimento, um indicativo de maior criotolerância 
12

. 

Um dos principais mecanismos envolvidos na criotolerância proporcionada 

pela melatonina é o de modificar a expressão de importantes genes envolvidos no 

desenvolvimento embrionário. Há aumento na expressão de genes requeridos para 

metilação celular (DNMT3A), proteínas de membrana (OCC) e conectividade celular 

(CDH1), além da redução da expressão do gene aquoporina (AQP3), o que conduz ao 

aumento da resistência à apoptose 
12

. 

   

2.4.2.3 Adição de melatonina ao meio de recultivo após aquecimento embrionário 

 

A resistência do embrião à criopreservação, verificada pela qualidade e 

capacidade de sobrevivência após o aquecimento está diretamente relacionada ao sistema 

de PIVE 
131

. Uma alternativa para melhorar a sobrevivência embrionária pós-aquecimento 

é a adição de antioxidantes ao meio de CIV durante o recultivo 
80,132,133

. 

Antioxidantes exógenos aumentam a chance dos embriões, inclusive os de 

baixa qualidade, alcançarem o desenvolvimento até blastocisto. Entretanto, a inclusão de 

antioxidantes durante o CIV não é suficiente para manter o estado redox desses embriões 

durante o período crítico após o aquecimento, necessitando de nova fonte exógena de 

antioxidante durante esta fase 
80

.  Para embriões de camundongas 
117

 e ovinos 
109

 a adição 

de melatonina ao meio durante o recultivo pós-aquecimento parece ser dose-dependente. 

Baixas concentrações de melatonina (10
-9 

M) melhoraram o desenvolvimento e qualidade 

dos embriões após vitrificação e propiciaram aumento do número de células da massa 

celular interna e do trofoectoderma. A quantidade de glutationa e a expressão do gene anti-

apoptótico Bcl-XL aumentaram, sendo que o índice apoptótico foi reduzido nos 

tratamentos com 10
-9

 e 10
-12

 M. A ação da melatonina na redução do estresse oxidativo 

pode proteger os embriões produzidos in vitro vitrificados, exercendo efeito benéfico sobre 

o desenvolvimento do embrião após vitrificação 
117

.  

Também para embriões ovinos o aumento de embriões viáveis após o cultivo 

pós-aquecimento foi verificado quando a concentração de melatonina foi baixa (10
-9 

M). 

Em altas concentrações (10
-3

 e 10
-6 

M) observou-se redução no número de células e baixas 

taxas de re-expansão e eclosão, assim como efeitos negativos sobre o metabolismo dos 



15 

 

embriões, os quais mostraram  elevado índice apoptótico e oxidativo e baixa concentração 

de ATP 
109

. 

  

2.5 Retirada do fluido da blastocele 

 

Vários estudos têm demonstrado que as taxas de sobrevivência embrionária 

podem aumentar após a retirada do fluido da blastocele (RFB) antes da        

criopreservação 
13,134–137

. Blastocistos expandidos contêm a blastocele repleta de líquido, o 

que causa danos aos embriões por favorecer a formação de cristais de gelo durante a 

criopreservação 
37

 e reduzir as taxas de desenvolvimento embrionário 
136

. A redução da 

quantidade de fluido da blastocele antes da criopreservação reduz a formação de cristais de 

gelo e minimiza as injúrias celulares causadas durante a criopreservação 
37,138

. Estudos 

com embriões humanos, após vitrificação e aquecimento, mostraram que a taxa de 

sobrevivência de blastocistos expandidos com blastoceles intactas foi inferior àquela de 

blastocistos iniciais devido à substituição incompleta de água por crioprotetores na 

blastocele 
134

. A redução artificial do fluido da blastocele com o auxílio de uma 

micropipeta imediatamente antes da vitrificação elevou a taxa de sobrevivência e a taxa de 

gestação de blastocistos expandidos humanos 
135,136,139

. Além disso, pesquisas 
13,137,140

 

relatam que a retirada do fluido da blastocele também favorece a sobrevivência 

embrionária após o recultivo. 

Em bovinos, a RFB de blastocistos produzidos in vitro e oriundos de 

transferência nuclear de células somáticas, tanto em fase de eclosão ou já eclodidos, 

aumentou a taxa de sobrevivência após a vitrificação e aquecimento e proporcionou 

aumento no número total de células com redução no número de células apoptóticas 
13

. 

Análises feitas por reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR), embriões 

bovinos expostos à redução do volume de líquido da blastocele diminuíram a expressão do 

gene pró-apoptótico Bax e aumentaram significativamente a expressão do gene anti-

apoptótico Bcl-XL (P < 0,05). Além disso, as taxas de prenhez e nascimentos obtidas pela 

inovulação de blastocistos produzidos in vivo e criopreservados tanto pelo método lento 

quanto pela vitrificação foram maiores quando houve a RFB 
137

.  
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2.6 Técnicas de avaliação da qualidade ovocitária e embrionária 

 

A maturação ovocitária é fundamental para o sucesso da fecundação e 

desenvolvimento do embrião 
112

. Neste contexto, atividade metabólica da mitocôndria tem 

sido associada ao desenvolvolvimento ovocitário e embrionário 
141,142

. 

O estado oxidativo tem sido utilizado como metodologia para estimar o risco 

de danos oxidativos e disfunções associadas ao desenvolvimento do embrião. Sua detecção 

e mensuração, direta ou indireta, tais como a geração de espécies reativas de oxigênio, 

quantidade de glutationa intracelular, danos ao DNA ou expressão de genes, ajudam a 

desenvolver estratégias para prevenir ou minimizar as disfunções oxidativas durante o 

desenvolvimento embrionário 
9,60,143

.  

 

2.6.1 Espécies reativas de oxigênio e glutationa 

 

A avaliação do estresse oxidativo pela mensuração da concentração de 

glutationa e EROS em ovócitos e embriões frescos e vitrificados tem sido relatada em 

diversas espécies 
9,18,117,143–146

. Elevadas concentrações de GSH e baixa produção de EROS 

estão associadas com melhor desenvolvimento e viabilidade embrionária 
9,143

.  

Sondas constituídas por derivados de fluoresceína e calceína reduzidas são 

permeáveis às células e servem como indicadores de EROS. Formas quimicamente 

reduzidas e acetiladas de 2,7-diclorofluoresceína e calceína são não fluorescentes até que 

os grupos acetato são removidos por esterases intracelulares e a oxidação ocorra dentro da 

célula. A oxidação destas sondas pode ser detectada pelo aumento da fluorescência com 

um citômetro de fluxo, fluorímetro, leitor de microplacas ou microscópio de fluorescência, 

utilizando fontes de excitação e filtros apropriados para a fluoresceína 
147

. Como os 

corantes são suscetíveis à foto-oxidação, sempre que possível condições de pouca luz 

devem ser utilizadas para aplicações de microscopia de fluorescência 
148

.  

As sondas fluorescentes para detecção de GSH foram concebidas para passar 

livremente através da membrana celular. No entanto, uma vez dentro da célula são 

transformados em produtos de reação celular impermeáveis. Contêm um grupo clorometil 

ou bromometil, que reage com grupos tiol, utilizando uma reação mediada por glutationa-

S-transferase. Na maioria das células, as concentrações de glutationa são elevadas e 
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glutationa-transferase é ubíqua. As células carregadas com a fluorescência são observadas 

sob espectros de emissão de 464 nm e excitação de 371 nm 
149

. 

 

2.6.2 Potencial da membrana mitocondrial (PMM) 

 

A maturação ovocitária é caracterizada por vários eventos sincronizados e 

interdependentes no citoplasma e no núcleo 
111

. Durante este processo, as mitocôndrias 

sofrem numerosas alterações, incluindo distribuição dentro do citoplasma, mudança na 

função metabólica e aumento no número de cópias do DNA mitocondrial 
150

. Além disso, o 

estado metabólico de mitocôndrias, que se reflete em grande parte na magnitude do 

potencial da membrana mitocondrial e na produção de ATP, também está associada com a 

qualidade dos ovócitos. Dessa forma, o aumento no PMM é um passo essencial para a 

maturação de ovócitos 
151

, uma vez que uma maior produção de ATP produz taxas 

significativamente maiores de desenvolvimento até blastocisto 
115

. 

Assim, como o status e a atividade das mitocôndrias são fatores determinantes 

na qualidade do ovócito, a relação entre tratamentos durante a maturação in vitro e o estado 

mitocondrial tem sido relatada 
152–154

. 

O PMM mensurado pelo indicador de fluorescência da atividade    

mitocondrial 
153,154

 possibilita a relação entre um bom desenvolvimento ovocitário e 

embrionário e a atividade metabólica da mitocôndria 
141,142

, visto que é menor em ovócitos 

imaturos do que o observado em ovócitos maturados 
142

.  

A sonda MitoTracker® Orange CMTMRos contêm uma porção clorometil 

moderadamente reativa com tiol para identificação de mitocôndrias. Após incubação, a 

sonda se difunde passivamente através da membrana plasmática e se acumula nas 

mitocôndrias ativas. Desta forma, a intensidade de fluorescência da atividade mitocondrial 

pode ser observada sob espectros de emissão de 576 nm e excitação de 554 nm 
155

.  

 

2.6.3 Análise TUNEL 

 

O desenvolvimento embrionário pré-implantação é um processo dinâmico, que 

envolve naturalmente a proliferação celular, diferenciação e apoptose 
156

. A apoptose é 

uma forma de morte celular programada e tem importante papel no desenvolvimento 

embrionário e na homeostase. Caso ocorra de forma desproporcional em relação aos 



18 

 

blastômeros intactos, pode reduzir a viabilidade e o potencial de desenvolvimento do 

embrião 
128,157

. Dessa forma, a apoptose é uma das principais variáveis para a avaliação da 

saúde do embrião 
158

, e por ser a resposta celular final em condições sub-ótimas e 

diferentes tipos de estresse que o embrião pode sofrer durante o processo de congelamento 

e descongelamento 
157

. Sua ocorrência em grande número é também um importante 

indicador dos danos causados pela criopreservação aos embriões bovinos 
138

.  

A reação de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated 

dUTP nick end labeling) permite a detecção in situ de células apoptóticas por identificação 

de extensos fragmentos de ácido desoxirribonucleico DNA gerados por atividade 

desoxirribonuclease (DNase) endógena durante o processo apoptótico 
159

. É o método mais 

frequentemente usado para a detecção de células apoptóticas em diferentes estágios de 

embriões mamíferos com base na observação morfológica de características comuns da 

apoptose, incluindo a condensação ou a fragmentação do núcleo ou a determinação da 

presença de produtos específicos de degradação de DNA 
159–161

. 

 

2.6.4 Expressão de genes 

 

O desenvolvimento pré-implantacional de embriões in vitro é caracterizado por 

uma série de eventos, além de ser uma fase de grande sensibilidade e muito influenciada 

pelo ambiente de cultivo 
162

. Este dinâmico processo de controle do desenvolvimento 

embrionário inicial é regulado pela expressão diferencial de genes ou pelo padrão de 

expressão de genes 
163

. 

O conhecimento em nível molecular das vias de controle de expressão de genes 

nos embriões auxilia nas respostas de muitos questionamentos e também permite 

quantificar o que realmente está acontecendo 
164

. 

Dentre as ferramentas utilizadas para análise do padrão de expressão de genes, 

a transcrição reversa quantitativa em tempo real pela reação em cadeia da polimerase   

(RT-qPCR) é uma das técnicas de quantificação com maior acurácia, sensibilidade, 

especificidade e reprodutibilidade, sendo o método mais usado atualmente para a detecção 

e quantificação 
165,166

. 

Dado a grande sensibilidade que o RT-qPCR possui em detectar pequenas 

mudanças na abundância de genes transcritos nos blastocistos bovinos produzidos in vitro, 

é necessária a normalização dos dados utilizando genes de controle endógeno conhecidos 
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constitutivos ou “housekeeping genes” 
166

.  Para aumentar a acurácia e minimizar os erros, 

recomenda-se a utilização de no mínimo três genes de referência 
167

. Estes precisam ser 

validados, pois o padrão de expressão de genes de embriões produzidos in vitro é 

influenciado pelas condições de cultivo e pelo método de produção do embrião 

(fertilização in vitro, injeção intracitoplasmática, transferência nuclear). Para embriões 

produzidos in vitro, os genes constitutivos utilizados como referência que apresentam 

maior estabilidade são: HMBS/SF3A1, HPRT1, GAPDH, ACTB, H2A, PPIA, SDHA, 

EEF1A2, YWHA2, respectivamente 
166

.  

 

2.6.4.1 Metabolismo celular 

 

A glicose é o principal substrato energético para o embrião após a 

compactação. Evidências indicam que o metabolismo do embrião e captação de glicose 

podem ser afetadas pelo sistema de cultivo devido a mudanças no padrão de genes 

transportadores de glicose 1 (SLC2A1) e 3 (SLC2A3) 
11,168

. 

O gene SLC2A1 (Bos taurus solute carrier family 2, member 1) está localizado 

em células do trofoectoderma em blastocistos bovinos 
169

 e envolvido no metabolismo 

celular e no transporte de glicose ao longo das membranas basolaterais 
170

. Uma expressão 

mais elevada de SLC2A1 e melhor qualidade morfológica estão relacionadas em embriões 

bovinos produzidos in vitro 
171

 e cultivados com melatonina 
11

. Estudos demostraram 

menor expressão do SLC2A1 foi encontrada em embriões partenogenéticos 
172

 e em 

blastocistos produzidos in vitro criopreservadas por vitrificação e congelamento lento em 

comparação a embriões frescos. Sugere-se que sua menor expressão reduza a 

disponibilidade de glicose para o metabolismo embrionário pós-descongelamento e, 

consequentemente a qualidade dos embriões 
21

.  

SLC2A3 (Bos taurus solute carrier family 2, member 3) é um marcador muito 

sensível para as condições de sub-ótimas de cultivo e que está associado com a má 

qualidade dos embriões 
171

. Este gene foi mais expresso em embriões produzidos in vitro 

que in vivo 
173

. Adicionalmente, uma forte tendência para a maior expressão de SLC2A3 

em embriões bovinos criopreservados foi observada em embriões pós-eclosão de 14 dias 

quando comparados com embriões frescos in vitro e in vivo 
174

. 
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2.6.4.2 Estresse oxidativo 

2.6.4.2.1 Proteção enzimática celular 

 

Os genes da família da enzima superóxido dismutase (SOD) estão relacionados 

com a proteção enzimática celular. É expresso quando há aumento na produção de EROS 

para catalisar o radical superóxido em oxigênio e peróxido de hidrogênio 
68

.  

A adição de antioxidantes na PIVE tem relacionado o aumento de SOD com 

melhor qualidade embrionária 
175

. Fischer et al. 
176

 relataram que a melatonina aumenta a 

expressão de importantes enzimas antioxidantes como a SOD que protegem o DNA contra 

danos oxidativos.  

A melhor eficiência de implantação de embriões cultivados com melatonina foi 

associada com o aumento da expressão do gene de SOD durante o desenvolvimento in 

vitro de embriões 
78

.  

A atividade da SOD1 aumentou em embriões frescos e vitrificados de coelhos 

e bovinos cultivados com melatonina, contribuindo para a melhor qualidade e viabilidade 

embrionária 
24,175

.  

A suplementação do MIV com peroxiredoxin 2, uma proteína importante no 

início do desenvolvimento embrionário, aumentou a competência e o potencial 

desenvolvimento dos ovócitos e a qualidade dos embriões, incrementou a atividade 

mitocondrial e alterou a expressão de genes relacionados ao desenvolvimento embrionário 

antioxidante (SOD2) e atividade mitocondrial 
177

. 

A expressão do gene SOD2 (Bos taurus superoxide dismutase 2) está 

relacionada com a atividade mitocondrial e a produção de EROS. Estudos têm mostrado 

que o aumento das EROS em embriões produzidos in vitro ocasiona um aumento na 

expressão de SOD2 sem afetar a qualidade do embrião 
178

.  

 Como o processo de criopreservação eleva as concentrações de EROS 
20

, o 

aumento na expressão de SOD2 ocorre como proteção contra condições adversas no meio, 

permitindo um melhor desenvolvimento de embriões produzidos in vitro 
174

. 

 

2.6.4.2.2 Proteínas de choque térmico 

 

Grande parte da mudança na função celular que leva à termotolerância envolve 

ativação de genes para proteínas de choque térmico e de outras proteínas 
179

.  
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Essas proteínas de proteção como a HSPB1, HSP1A1 e HSPA5 interagem com 

outras proteínas para prevenir a sua agregação e para assegurar a localização celular 

adequada 
180

. 

HSPB1 não é essencial no desenvolvimento embrionário e na manutenção de 

tecidos sob condições fisiológicas. No entanto, sob condições de estresse, atua em sinergia 

com HSPA1 no desenvolvimento da termotolerância, sendo fundamental na proteção 

celular contra a apoptose 
181

. 

Embriões bovinos em estágio de mórula submetidos a 40°C aumentaram a 

expressão do gene HSPB1 em comparação com o grupo mantido em cultivo a 38,5° C  
182

. 

Expressão elevada de HSP1A1 foi detectada em embriões produzidos in vitro 

quando comparado com embriões produzidos in vivo. É provavelmente benéfica para os 

embriões em desenvolvimento, pois pode protegê-los e ser indicativo de maior qualidade 

dos embriões produzidos in vitro 
174

. 

A expressão de HSPA5 é uma reposta induzida pelo estresse do retículo 

endoplasmático (ER) e necessária para a proliferação celular e proteção da massa celular 

interna durante o desenvolvimento de embrião de ratas 
183

. Maior quantidade de RNAm de 

HSPA5 foi observada em células do cumulus de ratas submetidas a elevadas concentrações 

de ácido palmítico como indutor de estresse e foi relacionada com a restauração do retículo 

endoplasmático liso e da homeostase celular 
184

.  

A expressão de HSPA5 também está associada ao câncer de mama de alto 

grau, assim como eventos metastáticos 
185

. Na doença de Alzheimer, HSPA5 desempenha 

um papel de suporte para a progressão da fosforilação e da neurodegeneração. Assim, 

HSPA5 representa um alvo para a terapêutica contra o câncer, vírus e Alzheimer 
186

. 

 

2.6.4.2.3 Reparo celular 

 

Os organismos vivos sofrem constantes danos no DNA por diversos agentes 

ambientais, incluindo raios ultravioleta e radiação ionizante. Para minimizar estes danos 

específicos existe uma maquinaria enzimática trabalhando 
187

. 

O sistema de reparo de erros do DNA (MMR) é um mecanismo de pós- 

replicação responsável por corrigir pequenas falhas de inserção/deleção e trocas de base 

única no DNA. É constituído por um complexo de proteínas formado por MSH2, MLH1, 

PMS2, MSH3 e MSH6. O sistema de reconhecimento de erros MutSa e MutSb é formado 
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pelos respectivos heterodímeros hMSH2/hMSH6 e hMSH2/hMSH3. O complexo MutSa 

participa de reparos de bases únicas e pequenos erros de inserção/deleção, no entanto  o 

complexo MutSb reconhece inserção/deleção maiores que um par de base. Estes 

complexos interagem com um complexo de duas proteínas do MMR multirrelacionadas 

MLH1-PMS2. Estas observações sugerem que mutações no MSH3 ou MSH6, isoladas ou 

combinadas, podem resultar em defeitos no MMR e levar a predisposição ao câncer 
188

.  

MMR é essencial para prevenir instabilidades do tipo microssatélite pós-

replicação, visto que células com o sistema de reparo defeituoso têm altas taxas de 

mutação e formação de tumores. Dependendo do dano ao DNA, o sistema de reparos pode 

interromper o ciclo celular e induzir apoptose como resposta a químicos carcinogênicos e 

estresse oxidativo 
189

. 

A quebra da dupla fita de DNA é mais propensa a causar a falha do sistema de 

reparo devido a falta da fita complementar. Este DNA lesado pode ocasionar a parada do 

ciclo celular e apoptose ou causar instabilidade cromossomal e carcinogênese quando há 

acumúlo de reparos errados 
187

. 

O sistema de reparos no DNA de gametas é de extrema importância. A resposta 

é similar aos múltiplos danos no DNA e inclui MSH6, MRE11A, PCNA e ATR, sendo que 

a expressão é reduzida em ovócitos humanos velhos 
190,191

. 

Estudos recentes demonstraram que zigotos com a primeira clivagem rápida 

(29,5 horas pós-inseminação) têm um maior potencial de desenvolvimento até blastocisto 

viável quando comparado a zigotos com clivagem tardia (46 horas pós-inseminação). 

Diferenças nos padrões de expressão de genes estão associadas direta ou indiretamente na 

regulação do ciclo celular, resposta a danos no DNA, controle da transcrição e fatores de 

desenvolvimento pré-implantacional como o gene MSH6 
192

. 

 

2.6.4.2.4 Implantação 

 

Membros da família da proteína FOS (FOS, FOSB, FOSL1 e FOSL2) estão 

envolvidos em processos de invasão celular mediante controle de genes que afetam a 

locomoção celular, particularmente em células cancerígenas, mas também na biologia do 

trofoblasto 
193–195

. 
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A proteína FOSL1 (Fos-like antigen 1) faz parte da proteína de ativação 1  

(AP-1) do complexo do fator de transcrição. Está envolvida numa variedade de processos 

celulares, incluindo proliferação, diferenciação e apoptose celular 
193,194

.  

Embora tenha sido demonstrado que a ativação desregulada de AP-1 causa a 

formação de tumores, a maior expressão de RNAm de FOSL1 e a detecção da proteína 

Fra-1 pode ser mais preditivos de atividade oncogênica 
194

. 

A expressão de FOSB está presente no trofoblasto extravilo e altos níveis são 

detectados no sinciciotrofoblasto. No entanto, é a FOSL1 que participa da regulação da 

invasão do trofoblasto em espécies com placentação hemocorial 
193

. A via de sinalização 

PI3K/AKT/FOSL1 está relacionada ao comportamento invasivo do trofoblasto e a 

remodelagem vascular. FOSL1 mostra atuação integral direta no estabelecimento do 

reconhecimento materno-fetal 
196

. Alterações na expressão do FOS e FOSL1 implicam em 

invasão desordenada do trofoblasto e complicações obstétricas associadas à placenta 
193

. 

O fator de transcrição FOSL1 foi encontrado com expressão acentuada em 

embriões vitrificados, sugerindo esta ser uma via de ativação de proteção celular ou 

apoptose induzida por danos celulares 
197

. 

 

2.6.4.2.5 Placentação 

 

A queratina, proteína do filamento intermediário das células epiteliais faz parte 

da família de proteínas do citoesqueleto e são expressas de forma coordenada em pares 

específicos em vários epitélios. A KRT18 é uma proteína do citoesqueleto que é 

encontrada junto com a KRT8 no epitélio simples, formando um heterodímero, que forma 

os filamentos intermediários 
164

. 

As queratinas do tecido epitelial tem envolvimento nas funções de suporte 

estrutural, citoarquitetura, resposta ao estresse, regulação de vias de sinalização da 

apoptose, síntese de proteínas, distribuição organelas e vesículas 
198

, tamanho e 

proliferação celular 
199,200

.  

A expressão do gene da queratina é amplamente estudada no câncer, doenças 

genéticas em humanos e ratos e dão indícios que mudanças na expressão de determinadas 

queratinas têm impacto direto na formação do tumor 
199

. As proteínas KRT8 e KRT18 são 

essenciais para manutenção da integridade estrutural, mas também atuam em funções não 
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mecânicas como a modulação da adesão das células epiteliais e a motilidade durante o 

desenvolvimento e formação de tumores 
201

.  

Estudos também demonstram a importância das queratinas no desenvolvimento 

embrionário pré-implancional e no estabelecimento da gestação. As primeiras queratinas 

sintetizadas no embrião parecem modular o comportamento celular durante o 

desenvolvimento. A expressão da proteína KRT18 foi detectada em mórula, sendo que no 

estádio de blastocisto é predominantemente expresso nas células do trofoectoderma e 

pouca ou nenhuma expressão na massa celular interna. O KRT18 é detectado nos locais de 

contato célula-célula no trofoectoderma e está envolvido na sua diferenciação 
164

.  

A expressão de KRT8 é maior em células do cumulus de embriões que 

cessaram seu desenvolvimento (2 a 8 células ou ovócitos de baixo potencial de 

desenvolvimento) quando comparada com células do cumulus de embriões de alto 

potencial de desenvolvimento, ou seja, que desenvolveram até estágio de blastocisto 
202

. 

A expressão de KRT8 é menor em embriões produzidos in vivo do que            

in vitro 
203

 e é maior em biópsias de blastocistos que resultaram em reabsorção quando 

comparado a embriões que levaram a gestação a termo 
204

. 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1 Gerais 

 

Avaliar o efeito da adição de melatonina aos meios de maturação e/ou cultivo 

sobre a qualidade de embriões bovinos produzidos in vitro e criopreservados, expostos ou 

não à retirada do fluido da blastocele.  

 

3.2 Específicos 

 

 Adequar a melhor concentração de melatonina para o meio de maturação e 

para o meio de cultivo (Capítulo 2); 

 Estudar o efeito da melatonina sobre a qualidade ovocitária e/ou 

embrionária (Capítulo 2); 

 Verificar em qual etapa do processo PIVE a adição de melatonina é mais 

benéfica - maturação e/ou cultivo (Capítulo 2); 
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 Avaliar o desempenho de embriões produzidos in vitro com melatonina no 

processo de vitrificação (Capítulo 3);  

 Estudar o efeito interativo da adição de melatonina no sistema PIVE e a 

retirada do fluido da blastocele sobre as taxas de sobrevivência e apoptose celular após 

vitrificação embrionária (Capítulo 3); 

 Verificar o efeito da melatonina sobre a expressão de genes relacionados à 

qualidade embrionária (Capítulo 3). 
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CAPÍTULO 2 – EFEITOS DA MELATONINA NA REDUÇÃO DO ESTRESSE 

OXIDATIVO EM EMBRIÕES BOVINOS CULTIVADOS IN VITRO 

 

RESUMO 

 

Técnicas modernas de reprodução animal permitiram ao Brasil tornar-se líder na produção 

de embriões bovinos. No entanto, um dos problemas da produção in vitro de embriões 

(PIVE) é a produção de espécies reativas de oxigênio. Para minimizar seus efeitos, 

antioxidantes geralmente são utilizados durante o processo. Estudos recentes 

demonstraram que a melatonina, devido a sua ação antioxidante, poderia melhorar a 

qualidade e criotolerância embrionária. Contudo, ainda não está claro qual é a melhor 

concentração e da fase da PIVE em que é mais necessária. Neste intuito, avaliou-se os 

efeitos da melatonina no meio de maturação e cultivo in vitro no desenvolvimento 

embrionário bovino sob diferentes concentrações (0, 10
-7

, 10
-9

,
 
10

-11
 M). A melatonina a 

10
-9 

M adicionada ao meio de cultivo aumentou a taxa de blastocistos de melhor qualidade 

com menor número de células apoptóticas. Além disso, verificou-se maior expressão de 

genes antioxidantes (SOD2), sem alteração na expressão de genes relacionados ao 

metabolismo celular (SLC2A1, SLC2A3), placentação (KRT8) e expressão de genes 

ligados ao estresse celular (HSPB1). Esta mesma concentração adicionada no meio de 

maturação proporcionou melhor taxa de clivagem e um aumento quantitativo no número de 

embriões produzidos. Ao associar a melatonina a 10
-9 

M ao meio de maturação e cultivo, 

houve redução na taxa de blastocistos e aumento no número de células apoptóticas. Os 

resultados obtidos neste estudo confirmam que a concentração ótima de melatonina e a 

etapa da produção in vitro de embriões que ela é utilizada interferem diretamente no 

desenvolvimento e na qualidade embrionária, sendo fundamental no cultivo in vitro para 

minimizar os efeitos deletérios do estresse oxidativo. 

 

Palavras-chave: Desenvolvimento embrionário; PIVE; apoptose celular; SOD2. 

 

INTRODUÇÃO 

  

Em condições basais, as espécies reativas de oxigênio (EROS) são produzidas 

durante o metabolismo aeróbico e participam dos processos fisiológicos para a manutenção 
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de várias funções biológicas e reprodutivas, atuando desde a capacitação espermática, na 

fertilização e durante a gestação 
1,2

. Entretanto, a abundância de EROS pode ter efeitos 

deletérios sobre as funções celulares, pois ocorre desequilíbrio redox 
3
. As células são 

protegidas contra danos oxidativos induzidos por EROS por vários antioxidantes não 

enzimáticos 
4
 e enzimáticos tais como a glutationa (GSH) e a superóxido dismutase   

(SOD) 
5
.  

Durante o cultivo in vitro, os embriões ficam expostos às altas concentrações 

de oxigênio ambiente, o que afeta negativamente o desenvolvimento embrionário    

precoce 
6,7

. Nestas condições, ovócitos, espermatozoides e embriões são expostos às 

EROS, uma vez que, sem a proteção da tuba uterina, a produção de antioxidantes é 

reduzida e ocorre desequilíbrio redox 
4,6

, causando efeitos deterioradores no reparo do 

DNA, na organização do fuso mitótico e na maturação do ovócito 
7
. Assim, é importante 

manter o equilíbrio do estado redox intracelular, proporcionando melhores condições para 

o desenvolvimento do embrião 
3
.  

O estado oxidativo tem sido utilizado como metodologia para estimar o risco 

de danos oxidativos e disfunções associadas ao desenvolvimento do embrião. A detecção e 

mensuração do estresse oxidativo, direta ou indireta, utilizando medidas tais como a 

geração de EROS, quantidade de GSH intracelular, danos ao DNA ou expressão de genes 

ajudam a desenvolver estratégias para prevenir ou minimizar as disfunções oxidativas 

durante o desenvolvimento embrionário 
3,8,9

.  

A inclusão de antioxidantes ou eliminadores de radicais livres ao meio de 

maturação 
10,11

 e ao meio de cultivo pode reduzir o estresse oxidativo e promover melhores 

condições de desenvolvimento embrionário 
12,13

. A melatonina (N-acetil-5-

metoxitriptamina) tem sido alvo de estudos para a produção in vitro de embriões    

humanos 
14,15

 e de animais como camundongos 
12,16,17

, ovinos 
18

, suínos 
19,20

, búfalos 
21

, 

coelhos 
22,23

 e bovinos 
11,13,24,25

, pois atua diretamente sobre as EROS, estimula a ação de 

enzimas antioxidantes endógenas como a SOD, a glutationa redutase e a catalase, e inibe a 

ação de enzimas pró-oxidantes como a cicloxigenase 
26

.  

Entretanto, os resultados da atividade antioxidante e anti-apoptótica da 

melatonina no processo de PIVE variam, pois dependem da concentração e do momento 

que este antioxidante é adicionado.   

Dessa forma, avaliou-se o efeito de diferentes concentrações de melatonina ao 

meio de maturação e/ou cultivo in vitro no desenvolvimento embrionário bovino por meio 
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da mensuração da taxa de blastocistos, glutationa, espécies reativas de oxigênio, potencial 

da membrana mitocondrial, apoptose dos blastômeros e expressão de genes relacionados 

ao metabolismo, estresse oxidativo e placentação nos embriões produzidos in vitro. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os meios de maturação, fecundação, CAP e cultivo utilizados neste estudo 

foram adquiridos da empresa Progest Biotecnologia em Reprodução e Saúde Animal Ltda, 

visto que cada lote é previamente testado com ovários de abatedouro. 

 

Composição dos meios 

 

Meio de maturação – Meio TCM 199 com sais de Earle e L-glutamina (Gibco
®
, Invitrogen 

Co, Grand Island, NY, USA) e suplementado com 10% soro fetal bovino (v/v), 0,2 mM 

piruvato, 5 mg/mL hormônio luteinizante (Lutropin-V
®
, Bioniche Co., Belleville, ON, 

Canada), 1 mg/mL hormônio folículo estimulante (Folltropin
®
, Bioniche Co., Belleville, 

ON, Canada), 75 µg/mL amicacina e 1mM cistamina. 

 

Meio de fecundação – TALP-FIV suplementado com 6 mg/mL albumina sérica bovina 

(BSA)-livre de ácidos graxos, 0,2 mM piruvato, 30 µg/mL heparina, 20 µM penicilamina,    

10 µM hipotaurina, 1 µM epinefrina e 75 μg/mL amicacina. 

 

Meio CAP – Meio tamponado Tyrode's HEPES, suplementado com 0,2 mM piruvato e         

75 µg/mL amicacina. 

 

Meio de cultivo – SOFaa 
27

 suplementado com 2,7 mM mio-inositol, 0,2 mM piruvato, 

2,5% soro fetal bovino (v/v), 5 mg/mL BSA-livre de ácido graxo, 75 ug/mL amicacina. 

 

Preparação da solução estoque de Melatonina 

 

Para os Experimentos 1 e 2, utilizou-se solução estoque a 0,01mM e, 1µM para 

o Experimento 3. Ambas foram produzidas pela diluição da melatonina (Sigma Co., St. 

Louis, MO, USA) em água milliQ e armazenadas a -20°C protegidas da luz. As 
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concentrações desejadas foram obtidas através da adição de solução estoque ao meio de 

maturação e/ou de cultivo no momento do uso (ANEXO E).   

 

Seleção de ovócitos e maturação in vitro  

 

 Ovários bovinos de raças azebuadas foram coletados em abatedouros locais e 

transportados em solução salina (0,9%) a 35°C para o laboratório e processados em até 4 

horas. No laboratório, os complexos cumulus ovócitos (CCO´s) foram aspirados de 

folículos com 3 a 8 mm de diâmetro com o auxílio de seringas e agulhas 40x12mm, 

armazenados em tubos cônicos de poliestireno com capacidade de 15 mL e mantidos em 

banho-maria a 36°C por 10 minutos para decantação.  

Grupos de 30 a 35 CCO´s com qualidade grau 1 e 2, segundo                

Stojkovic et al. 
28

 (ANEXO B), foram selecionados e incubados em gotas de 200 μL de 

meio de maturação, cobertas com óleo mineral em placa de petri (Corning, Nova Iorque, 

Estados Unidos da América), por 22 a 24 horas em incubadora a 38,5°C em atmosfera de 

5% de CO2 e umidade relativa saturada sem condensação. 

 

Fecundação in vitro 

  

Após o período de maturação, os CCO´s foram lavados em meio de fecundação 

e transferidos para placas com gotas de 200 µL do mesmo meio e cobertas com óleo 

mineral.  

Para a fecundação in vitro (FIV) utilizou-se sêmen comercial convencional 

congelado de touro da raça Nelore com fertilidade in vitro conhecida e testada. Após 

descongelação em banho-maria a 35°C por 30 segundos, motilidade e vigor foram 

avaliados, depositado sobre a coluna de gradiente Percoll 45-90% 
29

 e centrifugado a   

9000 rpm por 5 minutos. O sedimento de espermatozoides foi ressuspendido em 1 mL de 

meio CAP e novamente centrifugado a 9000 rpm por 3 minutos. O pellet foi ressuspendido 

em 100 μL de meio de fecundação. A motilidade e o vigor foram avaliados após 

descongelação e processamento do sêmen. Cada gota foi fertilizada com a concentração 

final de 1,0 x 10
6
 espermatozoides vivos/mL. Após a fertilização, as placas foram 

incubadas a 38,5°C em atmosfera de 5% de CO2 e umidade relativa saturada sem 

condensação por 18 horas.  
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Cultivo in vitro dos embriões  

 

Os possíveis zigotos foram parcialmente desnudados por sucessivas 

pipetagens, lavados e transferidos para gotas de 200 μL de meio de cultivo sob óleo 

mineral por sete dias a 38,5°C em atmosfera de 5% de CO2 e umidade relativa saturada 

sem condensação.  

Após 72 horas de cultivo, avaliou-se a taxa de clivagem e a metade do meio de 

cultivo de cada gota foi substituída. A qualidade morfológica dos embriões de acordo com 

a Sociedade Internacional de Transferência de Embriões (IETS, ANEXO D) e a taxa de 

blastocistos foram avaliadas após sete dias (D7), sendo o dia zero (D0) o dia da FIV. 

 

Mensuração intracelular de espécies reativas de oxigênio (EROS) e glutationa (GSH) 

 

A concentração intracelular de EROS e GSH foi mensurada em ovócitos após 

24 horas de maturação com retirada das células do cumulus (Experimento 1) e em 

blastocistos de sete dias (Experimento 3), de acordo com metodologia previamente descrita 

por Park e Yu 
30

 com algumas modificações detalhadas a seguir. 

Para avaliação de EROS e GSH utilizou-se o Diacetato de 6-carboxi-2,7-

diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA, Molecular Probes®, Eugene, OR) e 4-clorometil-

6,8-difluoro-7-hidroxicoumarina (Cell Tracker™ Blue CMF2HC, Molecular Probes®, 

Eugene, OR), respectivamente. 

Os ovócitos e os embriões foram lavados em 0,1% de álcool polivinílico em 

tampão fosfato-salino (PBS-PVA) e incubados a 38,5°C no escuro por 30 minutos com   

10 mM H2DCFDA e 10 mM Cell Tracker Blue. Após incubação, as estruturas foram 

lavadas novamente com PBS-PVA, depositadas sobre lâminas de vidro com 

ProLong®Gold (Molecular Probes, Eugene, OR) e cobertas com lamínula para observação 

em microscópio de epifluorescência (Olympus BX43, Tóquio, Japão) nos filtros com 

comprimento de onda de 460 nm para EROS e 370 nm para GSH.  

As imagens das estruturas foram salvas em formato TIFF por meio de câmera 

acoplada (Olympus SC30, Tóquio, Japão) ao microscópio de epifluorescência, sendo 

padronizado o tempo de exposição e intensidade luminosa. A intensidade da fluorescência 

dos ovócitos e embriões foi analisada individualmente pelo software Image J (versão 1.46; 

National Institutes of Health, Bethesda, MD) e normalizada para o grupo controle e 
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definida como valor numérico 1.0.  A intensidade de fluorescência relativa das estruturas 

foi considerada diretamente proporcional às concentrações de EROS e GSH.  

 

Mensuração do potencial da membrana mitocondrial (PMM) 

 

No Experimento 1, o potencial da membrana mitocondrial dos ovócitos após 

24 horas de maturação in vitro foi mensurado por meio do indicador de fluorescência da 

atividade mitocondrial (tiol-clorometil) de acordo com metodologia anteriormente descrita 

por Santos et al. 
31

. Os ovócitos foram desnudados, lavados em PBS-PVA e mantidos a 

38,5°C durante 30 min em PBS/PVA com C24H24Cl2N2O a 0,5 µM (MitoTracker Orange 

CMTMRos
®
, Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, EUA). Na sequência, os 

ovócitos foram lavados em PBS/PVA, fixados em paraformaldeído 3,7% por 24 horas a 

4°C, protegidos de luz. Posteriormente, foram novamente lavados em PBS/PVA, 

depositados em lâminas de vidro com ProLong®Gold (Molecular Probes, Eugene, OR), 

cobertos por lamínula e examinados em microscópio de epifluorescência (Olympus BX43, 

Tóquio, Japão) com o filtro de comprimento de onda de 550 nm. A obtenção das imagens e 

a análise da intensidade de luz emitida por cada ovócito foram realizadas como 

previamente descrito para EROS e GSH.  

 

Análise de células apoptóticas  

 

A apoptose dos blastômeros foi detectada pela técnica TUNEL (Terminal 

deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick end labeling) por meio do 

conjunto comercial In Situ Cell Death Detection  (Roche, Mannheim, Germany). Os 

grupos foram preparados de acordo com metodologia do fabricante: tratamentos, controle 

positivo e controle negativo. Os blastocistos (D7) foram lavados em 0,1% de 

polivinilpirrolidona em tampão fosfato-salino (PBS-PVP) e depois fixados em 

paraformadeído 3,7% diluído em PBS-PVP por 1 hora em temperatura ambiente. Logo 

depois, foram incubados em solução permeabilizadora de membrana (PBS contendo 0,5% 

de Triton X-100 e citrato de sódio) por 1 hora a 4°C. Em seguida, o grupo controle positivo 

foi incubado em solução DNAse por 1 hora em câmara úmida a 37°C, enquanto que os 

demais grupos permaneceram em PBS-PVP sob placa aquecedora a 37°C. Posteriormente, 

os grupos foram incubados para reação TUNEL (grupos tratados e positivo em solução 



52 

 

enzimática e marcadora (1:9); grupo negativo apenas na solução marcadora) por 1 hora em 

câmara úmida a 37°C protegida da luz. A seguir, todos os grupos foram incubados em 

solução Hoechst 33342 (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) durante 10 minutos, protegidos 

de luz. Utilizou-se ProLong®Gold (Molecular Probes, Eugene, OR) durante a montagem 

das lâminas e lamínulas para observação em microscópio de epifluorescência (Olympus 

BX43, Tóquio, Japão). Entre cada etapa, os grupos foram lavados em três gotas de PBS-

PVP, permanecendo 2 minutos na última gota. O núcleo das células TUNEL positivas, ou 

seja, com DNA fragmentado, foram visualizadas em verde fluorescente no filtro de 

comprimento de onda de 450 nm. O núcleo de todas as células foi corado com azul 

fluorescente no filtro de comprimento de onda 365 nm. Todas as células marcadas em 

ambos os filtros foram contadas para mensuração do número total de células e número de 

células apoptóticas dos embriões de cada grupo.  

 

Preparo de amostras, extração de RNA e produção do cDNA 

 

Os blastocistos (D7) foram lavados em PBS sem cálcio e magnésio e 

transferidos com 2 µL deste PBS e 4 µL de RNAlater (Life Technologies Corporation, 

Carlsbad, CA, EUA) para microtubos de polipropileno livre de DNAse e RNAse de        

0,5 mL. Após incubação a 4°C durante 12 horas, procedeu-se o armazenamento a -20°C 

até a extração do RNA. 

A viabilidade embrionária foi avaliada pela expressão de cinco genes 

relacionados ao metabolismo celular (SLC2A1, SLC2A3), estresse oxidativo (HSPB1, 

SOD2) e à placentação (KRT8), pelo método de transcrição reversa quantitativa em tempo 

real pela reação em cadeia da polimerase (RT-qPCR). Para mensuração da expressão dos 

genes analisados foram utilizados três pools de 15 blastocistos para cada tratamento. 

O RNA total foi isolado usando o Kit RNeasy Plus Micro (Quiagen
®
, Hilden, 

Germany) de acordo com as instruções do fabricante. O volume total de RNA isolado foi 

utilizado para a síntese de cDNA por meio do conjunto comercial First-Strand cDNA 

Synthesis (Invitrogen) – SuperScript® III (200 U/µL) e primer Oligo-dT (0,5 µg/µL) no 

volume final de 40 µL. As reações foram realizadas a 65°C por 5 minutos e 50°C por      

50 minutos, seguido pela inativação da enzima a 85°C por 5 minutos. A análise do qPCR 

foi realizada usando Fast Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems). As reações foram 

otimizadas para promover eficiência de amplificação máxima para cada gene (76 – 110%) 
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por cálculos usando as curvas padrões relativas do programa 7500 2.0.3 (Applied 

Biosystems). Cada amostra foi analisada em triplicata e a especificidade de cada produto 

de PCR foi determinada pela análise da curva de melting e tamanho do amplicon em gel de 

agarose. As reações foram realizadas em volume final de 25 µL usando cDNA 

correspondente a 0,5 embrião. As condições dos ciclos do PCR foram 95°C por 5 minutos, 

seguido de 50 ciclos de desnaturação a 95°C por 10 segundos e anelamento a 60°C por    

30 segundos. O nome, a sequência e concentração do primer, tamanho do amplicon e 

temperatura de anelamento de cada gene estão listadas na Tabela 1. 

 

TABELA 1 - Informação para primers específicos usados para amplificação de fragmentos de 

genes para análise PCR quantitativo em tempo real 

Gene Sequência do Primer 

Tamanho de 

amplicon  

(bp) 

Concentração 

do Primer 

(nM) 

GeneBank  

N° de 

acesso/referência 

GAPDH 
F: GGC GTG AAC CAC GAG AAG TAT AA 

R: CCC TCC ACG ATG CCA AAG T 
118 300 NM_001034034.2 

SLC2A1 
F: CAG GAG ATG AAG GAG GAG AGC 
R: CAC AAA TAG CGA CAC GAC AGT 

258 250 BT029806 

SLC 2A3 
F: ACT CTT CAC CTG ATT GGC CTT GGA 
R: GGC CAA TTT CAA AGA AGG CCA CGA 

145 300 NM_174603.3 

KRT8 
F: TGT GAA GAA GAT TGA GAC CCG CGA 

R: AAA CCT CAG GTC TCC TGT GCA GAT 
160 300 

X12877 (El-Sayed et 

al. 2006) 

SOD2 
F: TTG CTG GAA GCC ATC AAA CGT GAC 

R: AAT CTG TAA GCG TCC CTG CTC CTT 
135 300 NM_ 201527 

HSPB1 
F: CTG GAC GTC AAC CAC TTC 

R: GGA CAG AGA GGA GGA GAC 
180 250 NM_001025569.1 

GAPDH=glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; SLC2A1=Bos taurus solute carrier family 2 

(facilitated glucose transporter), member 1; SLC2A3=Bos taurus solute carrier family 2 (facilitated glucose 

transporter), member 3; KRT8=Keratin 8; SOD2=Bos taurus superoxide dismutase 2; HSPB1=Bos taurus 

heat shock 27kDa protein 1. F: primer forward; R: primer reverse 

 

O nível de expressão dos três genes constitutivos, Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH), β-Actin (ACTB) e Peptidylprolyl isomerase A (PPIA) foi 

submetido ao programa de análise GeNorm, que indicou o GAPDH como o gene mais 

estável. Este gene foi usado como referência para normalização dos dados. A expressão 

relativa de cada gene foi calculada usando o método de ΔΔCt com correção da eficiência 

pelo método Pfaffl 
32

. 
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Delineamento experimental 

 

Experimento 1 - Efeito da melatonina adicionada ao meio de maturação no 

desenvolvimento embrionário bovino in vitro 

   Após a seleção, 1.028 CCO´s oriundos de quatro coletas, foram 

aleatoriamente distribuídos em quatro diferentes condições de maturação. Os grupos de 30 

a 35 CCO´s foram colocados em gotas de 200 μL de meio de maturação sem adição de 

melatonina (Controle) e suplementado com diferentes concentrações de melatonina (10
-7

, 

10
-9

,
 
10

-11
 M), representadas pelos tratamentos: MIV+M10

-7
, MIV+M10

-9 
e MIV+M10

-11
, 

respectivamente. Todas as gotas foram fecundadas e posteriormente cultivadas por sete 

dias. No terceiro dia de cultivo (D3), avaliou-se a taxa de clivagem de todos os grupos e a 

metade do meio de cultivo de cada gota foi substituída. Após sete dias de cultivo, avaliou-

se a taxa e a qualidade morfológica dos blastocistos, segundo a IETS. 

  A mensuração de espécies reativas de oxigênio e glutationa foi realizada em 

ovócitos após 24 horas de maturação com retirada das células do cumulus, utilizando 38 

ovócitos por tratamento, provenientes de três coletas. 

  Para estimar o potencial de desenvolvimento embrionário mediante 

avaliação do potencial da membrana mitocondrial, foram realizadas três coletas, 

totalizando 140 ovócitos grau 1 e 2, que foram divididos aleatoriamente entre os 

tratamentos e maturados por 24 horas. 

  

Experimento 2 - Efeito da melatonina adicionada ao meio de cultivo no desenvolvimento 

embrionário bovino in vitro 

  Após maturação e fecundação, os possíveis zigotos foram distribuídos 

aleatoriamente em quatro diferentes condições de cultivo. Os grupos (30 a 35 estruturas) 

foram transferidos para gotas de 200 μL de meio de cultivo sem melatonina (Controle) e 

suplementado com diferentes concentrações de melatonina (10
-7

, 10
-9

,
 

10
-11

 M), 

representadas pelos tratamentos: CIV+M10
-7

, CIV+M10
-9

, CIV+M10
-11

, respectivamente. 

Após 72 horas (D3), avaliou-se a taxa de clivagem de todos os grupos e a metade do meio 

de cultivo contendo as concentrações especificadas foi substituída. Após sete dias de 

cultivo (D7), avaliou-se a taxa e a qualidade morfológica dos blastocistos grau I e II, 

segundo a IETS. Este experimento utilizou um total de 900 ovócitos grau 1 e 2, 

provenientes de três coletas. 
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  As análises de espécies reativas de oxigênio e glutationa utilizaram            

15 blastocistos de sete dias (grau I e II) por tratamento, provenientes de duas coletas. 

  O número total de células e o número de células apoptóticas dos blastocistos 

(D7) foram avaliados pela técnica TUNEL. Esta análise foi realizada a partir de duas 

coletas, totalizando 20 embriões grau I e II de cada tratamento.  

   

Experimento 3 - Efeito da melatonina adicionada ao meio de maturação e cultivo no 

desenvolvimento embrionário bovino in vitro 

  Após avaliação de desenvolvimento embrionário e análises do potencial da 

membrana mitocondrial e células apoptóticas, os melhores resultados obtidos nos 

Experimentos 1 (MIV+M10
-9

) e Experimento 2 (CIV+M10
-9

) foram associados ao meio de 

maturação e cultivo (MIV/CIV+M10
-9

) para comparação com o grupo controle. Devido às 

variações intrínsecas do sistema de PIVE, os tratamentos MIV+M10
-9

 e CIV+M10
-9 

foram 

incluídos neste experimento. No dia três do cultivo (D3), avaliou-se a taxa de clivagem de 

todos os grupos e a metade do meio de cultivo contendo as concentrações especificadas de 

melatonina foi substituída. Após sete dias de cultivo (D7), avaliou-se a taxa e a qualidade 

morfológica dos blastocistos segundo a IETS. Este experimento utilizou 839 ovócitos   

grau 1 e 2, oriundos de três coletas, que foram distribuídos aleatoriamente entre os 

tratamentos. 

  A apoptose celular e o número total de células dos blastocistos (D7) de cada 

tratamento foram avaliados pela técnica TUNEL. Esta análise utilizou 64 embriões       

grau I e II provenientes de duas coletas. 

  A viabilidade embrionária foi analisada pela expressão de cinco genes 

relacionados ao metabolismo celular (SLC2A1, SLC2A3), estresse oxidativo (HSPB1, 

SOD2) e à placentação (KRT8), pelo método de reação em cadeia de polimerase em tempo 

real quantitativo (RT-qPCR). Esta avaliação usou três pools de 15 blastocistos grau I e II 

para cada tratamento, oriundos de três coletas.  

 

Análises estatísticas 

 

As análises estatísticas foram realizadas por meio do programa computacional 

R versão 3.0.2 
33

 a 5% de significância.  
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Os dados que não apresentaram distribuição normal pelo teste de Shapiro-

Wilk, ou foram submetidos à transformação logarítmica (espécies reativas de oxigênio, 

glutationa, potencial da membrana mitocondrial) ou comparados pelo teste não 

paramétrico Kruskal-Wallis (abundância relativa da expressão gênica). A média do número 

total de células, número de células apoptóticas, potencial da membrana mitocondrial foi 

comparada entre os tratamentos pelo teste de Tukey. As variáveis taxa de clivagem, 

blastocistos e qualidade embrionária entre os tratamentos foram comparadas pelo teste qui-

quadrado. Os dados quantitativos foram apresentados na forma de média (± erro padrão da 

média) e os qualitativos em porcentagem.  

 

RESULTADOS 

 

Experimento 1 

A adição de melatonina ao meio de maturação nas concentrações 10
-9

 e 10
-11 

M 

aumentou significativamente (P < 0,05) a taxa de clivagem embrionária, mas não 

possibilitou melhora na taxa de blastocistos. Entretanto, a qualidade morfológica dos 

blastocistos foi reduzida na concentração 10
-11 

M (P < 0,05; Tabela 2). 

  

TABELA 2 - Desenvolvimento embrionário bovino in vitro sob efeito da melatonina suplementada 

ao meio de maturação em diferentes concentrações (0, 10
-7

, 10
-9

, 10
-11

 M)    

Tratamentos 
N° de 

ovócitos 

Taxa de 

Clivagem (%) 

Taxa de 

Blastocisto (%) 

Qualidade de Blastocistos (%) 

Grau I Grau II 

Controle 254 75,6 (192/254) 
b 

39,8 (101/254)
 

40,6 (41/101) 
ab 

38,6 (39/101) 
b 

MIV+M10
-7 

260 74,6 (194/260) 
b 

36,2 (94/260)
 

27,7 (26/94) 
b 

36,2 (34/94) 
b
 

MIV+M10
-9

 253 88,9 (225/253) 
a 

42,3 (107/253)
 

43,0 (46/107) 
a
 34,6 (37/107) 

b
 

MIV+M10
-11

 261 83,1 (217/261) 
a 

44,4 (116/261)
 

10,3 (12/116) 
c 

69,0 (80/116) 
a
 

a,b,c 
Na mesma coluna (P < 0,05) pelo teste Qui-quadrado. Experimento realizado em quadruplicata.                       

 

Na Figura 1 estão os dados relativos às quantidades de GSH e EROS 

detectadas após 24 horas de maturação. Os ovócitos submetidos ao tratamento MIV+M10
-9

 

mostraram quantidade significativamente maior de GSH (P < 0,001), enquanto que o 

tratamento MIV+M10
-7

 apresentou a menor quantidade de EROS (P < 0,001). 
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FIGURA 1 - Concentrações de glutationa (GSH) e espécies reativas de oxigênio (EROS) em 

ovócitos bovinos maturados in vitro por 24 horas sem melatonina (Controle) e 

suplementados com melatonina (10
-7

, 10
-9

, 10
-11

 M). O experimento foi replicado três 

vezes (n = 152). P < 0,001 (dados transformados em Log (x), teste de Tukey).     

Eixo Y: média de fluorescência do controle foi definida como 1.00.  

 

O grupo MIV+M10
-9 

e controle apresentaram maior PMM e diferiram dos 

demais tratamentos
 
(P < 0,001; Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 2 - Potencial da membrana mitocondrial (PMM) em ovócitos bovinos maturados in vitro 

por 24 horas sem melatonina (Controle) e suplementados com melatonina (10
-7

, 10
-9

, 

10
-11

 M). As análises foram realizadas em triplicata (n = 140). P < 0,001 (dados 

transformados em Log (x), teste de Tukey). Eixo Y: média de fluorescência do 

controle foi definida como 1.00. 
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Experimento 2 

A suplementação de melatonina a 10
-9

 M no meio de cultivo aumentou a taxa 

de clivagem e de blastocistos, sendo superior ao CIV+M10
-7 

e CIV+M10
-11 

na clivagem e, 

ao controle e CIV+M10
-11

 na produção de blastocistos (P < 0,05). Além disso, 

porcentagem de embriões com a qualidade grau I foi maior nos tratamentos CIV+M10
-7 

e 

CIV+M10
-9

 (P < 0,05; Tabela 3).  

 

TABELA 3 - Desenvolvimento embrionário bovino in vitro sob efeito da melatonina suplementada 

ao meio de cultivo em diferentes concentrações (10
-7

, 10
-9

, 10
-11

 M)    

Tratamentos 
N° de 

ovócitos 

Taxa de 

Clivagem (%) 

Taxa de 

Blastocisto (%) 

Qualidade de Blastocistos (%) 

Grau I Grau II 

Controle 221 79,6 (176/221) 
ab 

37,1 (82/221)
 bc 

39,9 (32/82) 
c 

34,1 (28/82)
 

CIV+M10
-7 

223 75,8 (169/223) 
bc 

43,5 (97/223)
 ab 

56,7 (55/97) 
ab 

28,9 (28/97) 

CIV+M10
-9

 228 84,2 (192/228) 
a 

47,4 (108/228) 
a 

57,4 (62/108) 
ab 

27,8 (30/108) 

CIV+M10
-11

 228 70,6 (161/228) 
c 

31,1 (71/228) 
c 

50,7 (36/71) 
bc 

35,2 (25/71) 

a,b,c 
Na mesma coluna (P < 0,05) pelo teste Qui-quadrado. Experimento realizado em triplicata.               

 

A análise TUNEL de blastocistos apresentou menor NCA na concentração de 

melatonina a 10
-9

 M no meio de cultivo em relação ao controle (P < 0,05), mas não alterou 

o NTC em nenhum dos tratamentos (Tabela 4).  

 

TABELA 4 - Média (±erro padrão) do número total de células (NTC) e número de células 

apoptóticas (NCA) de embriões produzidos in vitro com suplementação de 

diferentes concentrações de melatonina no meio de cultivo (0, 10
-7

, 10
-9

, 10
-11

 M) 

detectados pela técnica TUNEL    

Tratamentos N° de blastocistos NTC NCA NCA/NTC (%) 

Controle 20 115,9 ± 4,0 6,1 ± 0,6
 b
 5,26 

b
 

CIV+M10
-7 

20 115,1 ± 3,8 6,3 ± 0,5 
b
 5,47 

b
 

CIV+M10
-9

 20 103,3 ± 4,1 3,8 ± 0,6 
a
 3,68

 a
 

CIV+M10
-11

 20 111,4 ± 4,0  5,1 ± 0,6 
ab

  4,58
 ab

 

a,b 
Na mesma coluna (P < 0,05) pelo teste de Tukey. As análises foram realizadas em duplicata. 

 

Experimento 3 

Ao associar os resultados que se destacaram na produção de embriões nos 

Experimentos 1 e 2, observou-se maior taxa de blastocisto (P < 0,05) com melhor 



59 

 

qualidade (grau I; P = 0,0219) quando a concentração 10
-9

 M foi adicionada apenas ao 

meio de cultivo (Tabela 5). 

 

TABELA 5 - Efeito da melatonina a 10
-9 

M ao meio de maturação e/ou cultivo no desenvolvimento 

embrionário bovino in vitro 

Tratamentos 
N° de 

ovócitos 

Taxa de 

Clivagem (%) 

Taxa de 

Blastocisto (%) 

Qualidade Blastocistos (%) 

Grau I Grau II 

Controle 216 83,3 (180/216)
 

41,7 (90/216)
 b 

35,6 (32/90) 
b 

34,4 (31/90) 

MIV+M10
-9 

201 86,6 (174/201)
 

47,3 (95/201)
 ab 

44,2 (42/95) 
b
 31,6 (30/95) 

CIV+M10
-9

 216 82,9 (179/216)
 

52,8 (114/216) 
a 

52,6 (60/114) 
a
 28,9 (33/114) 

MIV/CIV+M10
-9

 206 79,6 (164/206)
 

42,2 (87/206) 
b 

46,0 (40/87) 
b
 36,8 (32/87) 

a,b 
Na mesma coluna (P < 0,05) pelo Teste Qui-quadrado. Experimento realizado em triplicata. 

 

A concentração de GSH dos blastocistos foi maior no grupo CIV+M10
-9

 

quando comparado ao grupo MIV+M10
-9

. Contudo, a produção de EROS do grupo 

suplementado simultaneamente no meio de maturação e cultivo (MIV/CIV+M10
-9

) foi 

superior aos demais tratamentos (P < 0,05; Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 3 – Concentrações de glutationa (GSH) e espécies reativas de oxigênio (EROS) em 

blastocistos bovinos cultivados in vitro com melatonina a 10
-9

 M. O experimento 

foi realizado em duplicata (n = 60). P < 0,05 (dados transformados em Log (x), 

teste de Tukey). Eixo Y: média de fluorescência do controle foi definida           

como 1.00. 
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suplementação no meio de cultivo quando comparado aos demais tratamentos (P < 0,05; 

Tabela 6).   

 
TABELA 6 - Média (±erro padrão) do número total de células (NTC) e número de células 

apoptóticas (NCA) de embriões produzidos in vitro com suplementação de 

melatonina a 10
-9

 M detectados pela técnica TUNEL 

Tratamentos 
N° de 

blastocistos 
NTC NCA NCA/NTC (%) 

Controle 16 135,0 ± 7,2 6,5 ± 0,6
 b
 4,81

 b
 

MIV+M10
-9 

15 130,6 ± 6,7 5,3 ± 0,6
 b
 4,06

 b
 

CIV+M10
-9

 18 116,6 ± 5,0 3,0 ± 0,5 
a
 2,57

 a
 

MIV/CIV+M10
-9

 15 130,2 ± 7,3 5,4 ± 1,0 
b
 4,15

 b
 

a,b 
Na mesma coluna (P < 0,05) pelo teste de Tukey. As análises foram realizadas em duplicata. 

 

O gene SOD2 obteve maior abundância relativa de RNAm no grupo tratado 

com melatonina a 10
-9 

M no cultivo que no grupo controle. A expressão de genes 

relacionados ao metabolismo celular (SLC21, SLC2A3), estresse oxidativo (HSPB1) e 

placentação (KRT8) não diferiu entre os tratamentos (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 4 - Abundância relativa de RNAm (média±erro padrão) dos genes relacionados ao 

metabolismo celular (SLC2A1, SLC2A3), estresse oxidativo (SOD2, HSPB1) e 

placentação (KRT8) em blastocistos em D7 (3 pools com 15 Bl cada um) cultivados 

sem melatonina (Controle) e com melatonina a 10
-9

 M na maturação (MIV+M10
-9

), 

no cultivo (CIV+M10
-9

) ou em ambos (MIV/CIV+M10
-9

).  
a, b

 P < 0,05 (teste de 

Kruskal-Wallis).  
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DISCUSSÃO 

 

O principal achado deste estudo foi o benefício da melatonina, quando 

adicionada ao meio de cultivo na concentração 10
-9

 M, no aprimoramento da PIVE pela 

melhora significativa na quantidade e preservação da qualidade de embriões. A maior 

expressão do gene SOD2, associado à alta concentração de glutationa, fortalecem a 

afirmação a respeito do impacto da melatonina sobre o combate de EROS durante o 

desenvolvimento embrionário, confirmado pelo aumento na taxa de embriões com 

qualidade grau I devido a significativa redução no NCA.  

A melatonina na concentração apropriada propiciou a manutenção do 

equilíbrio redox do ambiente intracelular permitindo que a expressão metabólica e gênica 

favorecesse o desenvolvimento embrionário. No entanto, o contrário também foi observado 

em decorrência do excesso ou insuficiência da melatonina, seja pela inadequada 

concentração ou pelo momento da PIVE em que foi adicionada. Estes dados fornecem 

informações adicionais da ampla função da melatonina, assim como seu potencial papel 

crioprotetor em ovócitos e embriões produzidos in vitro, uma vez que esta aptidão para a 

produção de embriões de alta qualidade possibilitará maior sobrevivência pós-

criopreservação e consequente aumento no número de gestações. 

Durante o cultivo in vitro, os embriões são expostos a um ambiente de alta 

tensão de oxigênio 
7
 e estão sujeitos a ação das EROS devido a ausência da proteção da 

tuba uterina 
4,6

. Assim, as defesas antioxidantes inatas em embriões cultivados in vitro são 

insuficientes para proteger contra o estresse oxidativo que, em excesso provocam danos 

nos embriões pré-implantação 
6,7

. Este conhecimento foi determinante para a condução de 

pesquisas a cerca de uso de antioxidantes e moléculas que atuem na proteção contra a ação 

das EROS. A melatonina tem diversos efeitos fisiológicos ligados à sua ação hormonal ou 

regulatória, mas seu uso na produção in vitro de embriões é devido a capacidade de 

eliminar radicais livres, atuar como antioxidante e como agente anti-apoptótico. Estudos 

utilizando melatonina ao meio de cultivo têm sido relatados como fator chave para 

melhorar as condições de cultivo in vitro de embriões pré-implantação 
12,34

. 

A suplementação de melatonina apenas no meio de cultivo (CIV+M10
-9

) 

aumentou 26,6% e 25,1% a taxa de blastocistos de melhor qualidade em relação ao grupo 

controle
 
e ao grupo MIV/CIV+M10

-9
, respectivamente, e também apresentou o menor 

NCA entre os grupos. A maior expressão do gene anti-apoptótico SOD2 em relação ao 
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grupo controle, associada à GSH presente nos ovócitos, controlaram os efeitos das EROS 

durante o desenvolvimento embrionário, além de propiciar uma reserva de GSH em 

embriões pré-implantação. Assim como neste estudo, outras pesquisas com embriões 

bovinos cultivados com melatonina na mesma concentração obtiveram maior produção e 

eclodibilidade de blastocistos, refletindo em melhor qualidade embrionária 
13

. Estudos      

in vivo com ratas que receberam injeção intraperitoneal de melatonina demonstraram que a 

concentração de melatonina utilizada na produção in vitro de embriões coincide com a 

concentração necessária para a implantação de blastocistos, uma vez que o receptor de 

membrana para melatonina MT2 é expresso no útero no início da gestação 
35

. Assim, os 

benefícios da adição da melatonina ao meio de CIV relacionam-se à cinética de 

desenvolvimento in vitro de embriões e à melhor a qualidade dos blastocistos 
36

. Sugere-se 

que a ação da melatonina está muito além da função antioxidante, ritmo circadiano e 

controle sazonal da reprodução, regulando também processos fisiológicos locais como a 

ovulação 
35

. 

Além da proteção de agentes não enzimáticos contra os danos oxidativos 

induzidos pelas EROS, as células são protegidas por um sistema enzimático que inclui a 

superóxido dismutase (SOD), responsável por transformar o radical superóxido em 

oxigênio e peróxido de hidrogênio 
37,38

. A melatonina atua a favor deste sistema, como 

captadora de radicais livres, eliminando diretamente as EROS 
39,40

, aumentando a 

expressão de genes de enzimas antioxidantes como a SOD e GSH 
41

 e inibindo a ação de 

enzimas pró-oxidativas para reduzir estresse oxidativo celular 
40

.   

A associação da melatonina a 10
-9 

M no meio de maturação e cultivo 

(MIV/CIV+M10
-9

) resultou em menor taxa de blastocistos e maior NCA que o grupo 

suplementado com melatonina apenas durante o cultivo. Assim como neste estudo,     

Wang et al. 
13

 verificaram que a associação de altas concentrações de melatonina no meio 

de maturação e cultivo reduziu a produção de blastocistos bovinos. Três hipóteses podem 

ser avaliadas para o aumento de EROS no MIV/CIV+M10
-9

: i) decorrente da falha na 

metilação da citosina do DNA com consequente disfunção mitocondrial; ii) em virtude da 

indisponibilidade de receptores de membrana para melatonina durante o cultivo, uma vez 

que já haviam sido ocupados durante a maturação e, assim deixou de exercer uma de suas 

vias de atuação, dificultando a manutenção do equilíbrio redox; iii) consequente da lesão 

dos receptores pelas EROS durante o desenvolvimento embrionário, minimizando a ação 

da melatonina. De forma similar ao observado em camundongos em que a melatonina 
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modula a sensibilidade dos cones, células fotorreceptivas da retina, pela ativação dos 

receptores MT1 e MT2 
42

, mas que durante o envelhecimento animal ocorre ruptura nestes 

receptores e, consequentemente, redução no número de fotorreceptores 
43

.  

A qualidade de embriões cultivados com melatonina em concentração ótima 

está intimamente relacionada com aumento da concentração de GSH 
41

 e redução na 

produção de EROS e apoptose celular durante o desenvolvimento embrionário 
12

.    

Tamura et al. 
44

 sugerem que a interação da melatonina com EROS é um processo 

prolongado que envolve muitos dos seus metabólitos, o que faz da melatonina altamente 

eficaz na proteção de células de estresse oxidativo. 

Dessa forma, embora a apoptose durante o desenvolvimento pré-implantação 

do embrião desempenhe papel fundamental na eliminação de células defeituosas, 

dependendo das condições de cultivo, pode induzir à maior perda de células normais 
45,46

. 

Caso a apoptose ocorra de forma desproporcional, pode reduzir a viabilidade e o potencial 

de desenvolvimento do embrião 
45

.  

O processo da maturação é essencial para o desempenho da PIVE, pois é 

quando o ovócito torna-se capaz de ser fecundado, suportar o desenvolvimento 

embrionário e induzir a gestação 
47

. Diante disso, esta pesquisa também avaliou diferentes 

concentrações de melatonina suplementadas no meio de maturação e de cultivo. 

No Experimento 1, a suplementação de melatonina a 10
-9 

M e a 10
-11 

M no 

meio de maturação aumentou a taxa de clivagem em 17,6% e 9,9%, respectivamente. 

Similarmente, Tian et al. 
11

 encontraram melhores resultados na maturação de ovócitos 

bovinos nas concentrações de 10
-7 

e 10
-9 

M, assim como o aumento na expressão de genes 

relacionados à maturação ovocitária (GDF9, MARF1, DNMT1a) e à expansão das células 

do cumulus (PTX3, HAS1/2) devido a presença de receptores para melatonina encontrados 

nos ovócitos, células do cumulus e células da granulosa.  

Não foi detectada diferença estatística da melatonina suplementada ao meio de 

maturação sobre a produção de blastocistos. No entanto, um aumento de 5,5% embriões 

proporcionado pelo tratamento MIV+M10
-9 

com blastocistos de melhor qualidade em 

relação ao controle
 
é representativo quanto ao resultado biológico de prenhez. Ao 

contrário, Sampaio et al. 
48

 adicionaram este antioxidante em baixas concentrações (1 pM) 

e obtiveram resultados benéficos talvez porque a maior parte da resposta no receptor MT1 

ocorre em baixas concentrações 
49

.  
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Apesar do grupo MIV+M10
-7

 produzir menor quantidade de EROS, também 

apresentou menor PMM e GSH, o que contribuiu para menor taxa de clivagem e menor 

produção de blastocistos de grau I. Elevadas concentrações de glutationa estão 

relacionadas à melhor eficiência da maturação até a formação do blastocisto 
11,50

. Sabe-se 

que a manutenção do equilíbrio redox intracelular é fundamental para proporcionar 

ambientes adequados para a expressão metabólica e gênica durante o desenvolvimento 

embrionário 
3
.  

O PMM em ovócitos maturados foi maior no grupo MIV+M10
-9 

e controle. No 

entanto, foi incapaz de superar o estresse oxidativo gerado pelo sistema durante o 

desenvolvimento embrionário. A relação positiva entre PMM e ovócitos maturados foi 

observada neste estudo pelo grupo MIV+M10
-9

,
 
assim como em pesquisas anteriores 

51,52
. 

É conhecido que EROS podem causar danos mitocondriais em ovócitos 
53

, prejudicando o 

desenvolvimento até blastocisto 
30,51

. Desse modo, o conhecimento deste antioxidante no 

processo de maturação contribui para novas informações sobre criopreservação de 

ovócitos, uma vez que EROS foram reduzidas em ovócitos maturados com 10
-9 

M deste 

antioxidante, aumentando o seu potencial de desenvolvimento 
24

.  

No Experimento 2, ao testar as concentrações no meio de cultivo, verificou-se 

que melatonina a 10
-9

 M (CIV+M10
-9

) aumentou em 5,5% a taxa de clivagem e 21,7% a 

taxa de blastocistos em relação ao controle e reduziu o NCA. Observou-se também efeito 

negativo da melatonina ao reduzir a concentração para 10
-11

 M, pois além de diminuir em 

34,4% a taxa de blastocistos, elevou o NCA em relação a concentração ótima de 10
-9

 M. 

Pesquisas anteriores com embriões bovinos cultivados com melatonina na mesma 

concentração obtiveram maior produção e eclodibilidade de blastocistos, aumento no 

número de células por blastocisto comparado aos demais grupos, refletindo em melhor 

qualidade embrionária 
13

. Este estudo, assim como em outros 
12

, mostra que este benefício 

está relacionado com a redução da produção de EROS e da apoptose celular durante o 

desenvolvimento embrionário.  

Os resultados deste estudo demonstraram que a adição de melatonina ao meio 

de maturação na concentração de 10
-9 

M protege as células do cumulus de danos no     

DNA 
54

, uma vez que controlou a produção de EROS nos ovócitos, melhorou a taxa de 

clivagem e a qualidade dos blastocistos. Além disso, a concentração de glutationa de 

ovócitos maturados foi aumentada, mantendo o equilíbrio do estado redox intracelular e 

proporcionando melhores condições para o desenvolvimento do embrião 
3
.  
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Assim, quando adicionada na concentração apropriada para o cultivo in vitro, a 

melatonina regula negativamente a expressão de genes pró-apoptóticos (p53, Bax,  

caspase-3) e positivamente a expressão de genes anti-apoptóticos (Bcl-2, Gpx4,        

SOD1) 
12,55

. Portanto, os embriões produzidos in vitro tornam-se mais habilitados para a 

implantação, aumentam as chances de sobrevivência pós-natal e, com isso, o número de 

crias por fêmea 
12

. 

Em resumo, este trabalho mostra o importante papel da melatonina na redução 

do estresse oxidativo celular e mitocondrial, protegendo os blastômeros da morte celular 

por apoptose. Devido à ampla ação desta molécula, estes resultados podem estar além do 

seu potencial antioxidante, visto que não foram avaliadas todas as possibilidades da 

atuação da melatonina. Destaca-se que a concentração e a etapa do sistema de PIVE em 

que é adicionada são fundamentais para a manutenção do equilíbrio redox, uma vez que 

estão relacionados com a apoptose celular. A concentração ótima de 10
-9

 M suplementada 

ao meio de cultivo favoreceu quantitativa e qualitativamente o desenvolvimento 

embrionário devido a maior concentração de glutationa e expressão do gene SOD2 

associadas a menor número de células apoptóticas. Estes dados fornecem informações 

adicionais quanto aos efeitos deletérios ocasionados pelo estresse oxidativo diretamente 

relacionados à qualidade embrionária. A melatonina apresentou atividade antioxidante, 

reduzindo o estresse oxidativo celular e a apoptose de blastômeros e, consequentemente 

aumentando a viabilidade embrionária. Pesquisas com os principais métodos de 

criopreservação destes embriões, assim como a adição de melatonina ao meio de recultivo, 

ainda precisam ser investigadas. 

 

CONCLUSÃO 

 

A melatonina adicionada ao meio de cultivo na concentração de 10
-9 

M 

mostrou-se eficiente na produção e qualidade de blastocistos bovinos produzidos in vitro 

pela redução do estresse oxidativo, sem a necessidade de suplementar este antioxidante ao 

meio de maturação ou associado ao meio de cultivo.  
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CAPÍTULO 3 – RETIRADA DO FLUIDO DA BLASTOCELE ASSOCIADA À 

MELATONINA NO MEIO DE CULTIVO MELHORA A VIABILIDADE DE 

EMBRIÕES BOVINOS VITRIFICADOS  

 

RESUMO 

 

O tratamento com melatonina e a retirada do fluido da blastocele (RFB) tem sido sugeridos 

como boas opções para melhorar o desenvolvimento e a viabilidade embrionária após a 

criopreservação de embriões bovinos. Investigou-se os efeitos da RFB antes da vitrificação 

de embriões produzidos in vitro com melatonina. As taxas de re-expansão após 2 e 24 

horas, seguidas por taxas de eclosão após 24, 48 e 72 horas do aquecimento foram 

avaliados em três tratamentos: controle, suplementado com melatonina a 10
-9

 M no meio 

de cultivo (CIV+M10
-9

) e com retirada do fluido da blastocele (CIV+M10
-9

 RFB).  Para o 

número total de células e o número de células apoptóticas em blastocistos expandidos, os 

tratamentos frescos controle e CIV+M10
-9 

foram acrescentados. Os dados confirmaram 

que, independente da retirada do fluido da blastocele, a suplementação de melatonina a   

10
-9 

M ao meio de cultivo melhorou as taxas de re-expansão e eclosão às 24, 48 e 72 horas 

(P < 0,05). Além disso, mostrou que o grupo controle precisa de um período de 24 horas de 

recultivo para sua total re-expansão em relação aos grupos suplementados com melatonina 

(P < 0,05). O número de células apoptóticas apresentou-se similar nos grupos 

suplementados com melatonina, independente da vitrificação e da retirada da fluido da 

blastocele  (P > 0,05), porém menor que os grupos sem melatonina. O procedimento da 

retirada do fluido da blastocele não afetou a qualidade embrionária quanto a expressão de 

RNA mensageiro de genes relacionados ao metabolismo celular (SLC2A1, SLC2A3), 

estresse oxidativo (HSPB1, HSPA5, HSP1A1, SOD2), reparo celular (MSH6), placentação 

(KRT8) e implantação (FOSL1) não foi alterada (P > 0,05). Esta pesquisa demonstrou 

efeito benéfico da suplementação de melatonina a 10
-9 

M ao meio de cultivo quanto à 

qualidade e viabilidade embrionária, independente da retirada do fluido da blastocele. 

Além disso, sugere novas informações para futuras pesquisas quanto à criotolerância de 

embriões produzidos in vitro. 

 

Palavras-chave: Vitrificação; apoptose celular; criotolerância de embriões bovinos. 
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INTRODUÇÃO 

 

Um dos principais obstáculos para a comercialização de embriões produzidos 

in vitro é a baixa eficiência da criopreservação pela menor criotolerância desses embriões 

quando comparada com os oriundos do sistema in vivo 
1
. Assim, inovações na tecnologia 

de criopreservação de embriões possibilitam incipientes perspectivas para um novo ciclo 

de expansão da produção in vitro de embriões (PIVE) no Brasil, assim como a abertura de 

mercados externos 
2
. 

A baixa criotolerância do embrião produzido in vitro é uma consequência do 

sistema de produção, sendo que a presença de água na blastocele é um dos fatores que 

pode prejudicar a qualidade dos blastocistos durante a criopreservação por causa da 

formação de cristais de gelo 
3
.  

Além disso, o processo de criopreservação aumenta a atividade de espécies 

reativas de oxigênio (EROS), o que promove lesões nas mitocôndrias e no retículo 

endoplasmático liso 
4
 e altera a expressão de alguns genes 

5
. Em decorrência disso, a média 

de gestação e nascimentos de embriões vitrificados é menor do que não vitrificados devido 

a morte embrionária precoce 
6
.  

Sabe-se que o desenvolvimento embrionário pré-implantação é um processo 

dinâmico, que envolve naturalmente a proliferação celular, diferenciação e apoptose 
7
. A 

apoptose é uma forma de morte celular programada e tem importante papel no 

desenvolvimento embrionário e na homeostase. Caso ocorra de forma desproporcional em 

relação aos blastômeros intactos, pode reduzir a viabilidade e o potencial de 

desenvolvimento do embrião 
8,9

. Dessa forma, a apoptose é uma das variáveis mais 

importantes para a avaliação da saúde do embrião 
10

 e, por ser a resposta celular final em 

condições sub-ótimas e diferentes tipos de estresse que o embrião pode sofrer durante o 

processo de congelamento e descongelamento 
9
. Em bovinos, sua ocorrência em grande 

número é também um importante indicador dos danos causados pela criopreservação 
11

.  

Várias pesquisas têm mostrado que a adição de antioxidantes como a 

melatonina 
12

 ao meio de maturação e/ou cultivo melhora a eficiência do desenvolvimento 

de embriões produzidos in vitro. Melatonina é um captador de radicais livres e um potente 

antioxidante, sendo que associada aos seus metabótitos, elimina diretamente as EROS 
13,14

, 

aumenta a expressão de genes de enzimas antioxidantes como a superóxido dismutase 

(SOD) e glutationa (GSH) 
15

, além de inibir a ação de enzimas pró-oxidativas para reduzir 
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o dano celular oxidativo 
16

. Possui ainda ação reparadora sobre moléculas oxidadas e 

combate os efeitos deletérios do envelhecimento das mitocôndrias 
17,18

, uma vez que o 

DNA mitocondrial é um alvo importante de radicais livres 
16

. Assim, seus benefícios no 

meio de cultivo relacionam-se à melhor qualidade dos blastocistos devido ao aumento da 

concentração de GSH 
15

 e redução na produção de EROS e apoptose celular durante o 

desenvolvimento do embrião 
19

, refletindo em maior criotolerância e sobrevivência 

embrionária após o aquecimento 
20

. 

Estudos recentes demonstraram que a retirada do fluido da blastocele (RFB) 

melhora a criotolerância e a sobrevivência embrionária após vitrificação, possivelmente, 

em decorrência da redução no número de células apoptóticas 
21

 e na expressão do gene 

pró-apoptótico Bax e aumento da expressão do gene anti-apoptótico Bcl-XL 
22

. Porém, não 

existe até o momento estudo que relacione a RFB com o cultivo embrionário in vitro 

adicionado de melatonina. 

Tendo em vista estes aspectos, nossa hipótese é que a associação entre a 

retirada do fluido da blastocele de embriões cultivados com melatonina melhora a 

qualidade embrionária. Dessa forma, avaliou-se o efeito retirada do fluido da blastocele de 

embriões bovinos produzidos in vitro com melatonina a 10
-9 

M no meio de cultivo sobre a 

qualidade embrionária após o procedimento de vitrificação e aquecimento. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Soluções e composição de meios 

 

Os meios de maturação, fecundação, CAP e cultivo utilizados neste estudo 

foram adquiridos da empresa Progest Biotecnologia em Reprodução e Saúde Animal Ltda, 

visto que cada lote é previamente testado com ovários de abatedouro. As demais soluções 

foram preparadas no laboratório. 

 

Solução estoque melatonina a 1µM  

Diluição da melatonina (Sigma Co., St. Louis, MO, USA) em água milliQ, 

congelada a -20°C, protegida da luz. A concentração de uso (10
-9

 M) foi obtida utilizando-

se 2 µL da solução estoque em 1998 µL de meio de cultivo (ANEXO E). 
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Meio de maturação 

Meio TCM 199 com sais Earle e L-glutamina (Gibco
®
, Invitrogen Co, Grand 

Island, NY, USA) suplementado com 10% soro fetal bovino (v/v), 0,2 mM piruvato,          

5 mg/mL hormônio luteinizante (Lutropin-V
®
, Bioniche Co., Belleville, ON, Canada),       

1 mg/mL hormônio folículo estimulante (Folltropin
®
, Bioniche Co., Belleville, ON, 

Canada), 75 µg/mL amicacina e 1mM cistamina. 

 

Meio de fecundação 

TALP-FIV suplementado com 6 mg/mL albumina sérica bovina livre de ácido 

graxo, 0,2 mM piruvato, 30 µg/mL heparina, 20 µM penicilamina, 10 µM hipotaurina,       

1 µM epinefrina e 75 µg/mL amicacina. 

 

Meio CAP 

Meio tamponado Tyrode's HEPES, suplementado com 0,2 mM piruvato e      

75 µg/mL amicacina. 

 

Meio de cultivo 

SOFaa 
23

 suplementado com 2,7 mM mio-inositol, 0,2 mM piruvato, 2,5% soro 

fetal bovino (v/v), 5 mg/mL albumina sérica bovina livre de ácido graxo, 75 µg/mL 

amicacina. 

 

Soluções de vitrificação 

Solução SM – meio HEPES tamponado com TCM-199 (GIBCO
®
 BRL, 

Invitrogen) suplementado com 20% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, Brasil). 

Solução SV1 – solução SM suplementado com 7,5% de etilenoglicol (Sigma 

Co., St. Louis, MO, USA) e 7,5% de dimetilsolfóxido (DMSO, Sigma Co., St. Louis, MO, 

USA). 

Solução SV2 – solução SM adicionada com 15% de etilenoglicol, 15% de 

DMSO e 0,5 M de sacarose (Sigma Co., St. Louis, MO, USA). 

 

Soluções de aquecimento 

Solução SM – meio HEPES tamponado com TCM-199 (GIBCO
®
 BRL, 

Invitrogen) suplementado com 20% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, Brasil). 
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Solução DV1 – solução SM suplementada com 1,0 M de sacarose (Sigma Co., 

St. Louis, MO, USA). 

Solução DV2 – solução SM suplementada com 0,5 M de sacarose (Sigma Co., 

St. Louis, MO, USA). 

 

Seleção de ovócitos, maturação, fecundação e cultivo in vitro de embriões 

 

Ovários bovinos foram coletados de um abatedouro local, mantidos em solução 

salina (0,9%) a 35°C, transportados ao laboratório e processados em até 4 horas. Folículos 

com 3 a 8 mm de diâmetro foram aspirados com o auxílio de seringa e agulha 40x12 para a 

retirada dos complexos cumulus-ovócitos (CCO´s). Estes foram armazenados em tubos 

cônicos e mantidos em banho-maria a 36°C por 10 minutos até a decantação.  

Grupos de 35 CCO´s com qualidade grau 1 e 2, segundo Stojkovic et al. 
24

, 

foram selecionados e incubados em gotas de 200 μL de meio de maturação a 38,5°C em 

atmosfera de 5% de CO2 e umidade relativa saturada sem condensação. Após 22-24 horas, 

os CCO´s foram lavados e transferidos para gotas de 200 µL de meio de fecundação 

cobertas com óleo mineral. 

O sêmen de um touro de fertilidade conhecida foi descongelado a 35°C por    

30 segundos, depositado sobre coluna de gradiente Percoll 45-90% 
25

 e centrifugado a 

9000 rpm por 5 minutos. O sedimento de espermatozoides foi ressuspendido em 1,0 mL de 

CAP e centrifugado a 9000 rpm por 3 minutos. O pellet formado foi diluído em 100 μL de 

meio de fecundação. Após observação da motilidade e do vigor, cada gota foi fertilizada 

com uma concentração final de 1,0 x 10
6
 espermatozoides vivos/mL. As placas foram 

incubadas a 38,5°C em atmosfera de 5% de CO2 e umidade relativa saturada sem 

condensação por 18 horas.  

Os possíveis zigotos foram parcialmente desnudados, lavados e transferidos 

para gotas de 200 μL de meio de cultivo sob óleo mineral por sete dias (D7) a 38,5°C em 

atmosfera de 5% de CO2 e umidade relativa saturada sem condensação. No dia 3, substitui-

se a metade do meio de cultivo de cada gota. 
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Retirada do fluido da blastocele 

 

No sétimo dia de cultivo, grupos de cinco blastocistos expandidos cultivados 

com melatonina a 10
-9

 M foram levados ao microscópio (Elipse Ti, Nikon, Tóquio, Japão) 

acoplado ao micromanipulador Narishige (NT88 TB, Nikon, Tóquio, Japão) para RFB, 

mediante aspiração, com o auxílio de uma micropipeta de vidro com 30µm de diâmetro 

com ponta em bisel e uma micropipeta tipo Holding (Figura 1). Imediatamente após o 

procedimento, os embriões foram vitrificados e armazenados em nitrogênio líquido. 

 

 

  FIGURA 1 – Procedimento da retirada do fluido da blastocele: (A) O embrião é posicionado e 

mantido na pipeta Holding, (B) a micropipeta com bisel é inserida na região do 

trofoectoderma para não lesionar a massa celular interna e (C) o fluido da cavidade 

da blastocele é aspirado. 

                     Fonte: Arquivo pessoal  
 

Vitrificação, aquecimento e recultivo dos embriões 

 

Os blastocistos expandidos com sete dias de cultivo (grau I e II) foram 

criopreservados pela técnica de vitrificação em placa aquecedora a 36°C e método Cryotop 

26
, utilizando hastes Ingá-med

® 
(Maringá-PR, Brasil) e armazenados em nitrogênio líquido. 

Primeiramente, os blastocistos foram depositados em uma gota de 70 µL de meio SM. Em 

seguida, passaram por três gotas de 70 µL de meio SV1, sendo três minutos em cada uma. 

Posteriormente, foram lavados em três gotas de 50 µL de meio SV2 por 40 a 90 segundos 

até o posicionamento dos embriões na haste com o mínimo de solução de vitrificação e 

imediatamente imergidos em nitrogênio líquido.  

O aquecimento foi realizado sobre placa aquecedora a 39°C, imergindo-se a 

haste de vitrificação em uma gota de 500 µL de meio DV1 para a remoção dos embriões. 

Logo em seguida, estes foram transferidos para outra gota de 200 µL de DV1 por um 

minuto e posteriormente para uma gota de 200 µL de DV2 durante três minutos. 
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Imediatamente depois, passaram por duas gotas de 200 µL de solução SM durante cinco 

minutos em cada uma.  

  Após o aquecimento, os blastocistos foram lavados três vezes e incubados 

em meio de cultivo sob óleo mineral em incubadora a 38,5°C em atmosfera de 5% de CO2 

e umidade relativa saturada sem condensação por 72 horas. A taxa de re-expansão foi 

avaliada após duas horas e 24 horas. A taxa de eclosão foi avaliada após 24, 48 e 72 horas.  

 

Detecção de células apoptóticas  

 

  As células apoptóticas em blastocistos expandidos grau I e II (frescos e re-

expandidos por 24 horas) foram detectadas pela técnica TUNEL (Terminal 

deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick end labeling) através do kit In 

Situ Cell Death Detection Kit (Roche, Mannheim, Germany). Os grupos foram preparados 

(tratamentos, controle positivo e controle negativo) e lavados em 0,1% de 

polivinilpirrolidona em tampão fosfato-salino (PBS-PVP) e depois fixados em 

paraformadeído 3,7% diluído em PBS-PVP por      1 hora em temperatura ambiente. Logo 

depois foram incubados em solução permeabilizadora de membrana (PBS contendo 0,5% 

de Triton X-100 e citrato de sódio) por 1 hora a 4°C. Em seguida, o grupo controle positivo 

foi incubado em solução DNAse em câmara úmida a 37°C por 1 hora, enquanto que os 

demais grupos permaneceram em PBS-PVP em placa aquecida a 37°C. Posteriormente, os 

grupos foram incubados para reação TUNEL (grupos tratados e positivo em solução 

enzimática e marcadora (1:9); grupo negativo apenas em solução marcadora) em câmara 

úmida a 37°C por 1 hora, protegidos de luz. A seguir, todos os grupos foram incubados em 

solução Hoechst 33342 (Invitrogen Corp.,  Car lsbad, CA) por 10 minutos, protegidos da 

luz. Utilizou-se ProLong
®
Gold (Molecular Probes, Eugene, OR) durante a montagem das 

lâminas e lamínulas para observação em microscópio de epifluorescência (Olympus BX43, 

Tóquio, Japão). Entre cada etapa, os grupos foram lavados três vezes em PBS-PVP, 

permanecendo 2 minutos na última gota. O núcleo das células TUNEL positivas (DNA 

fragmentado) foi visualizado em verde fluorescente no filtro com comprimento de onda de 

450 nm. Todos os núcleos foram corados com azul fluorescente no filtro com comprimento 

de onda de 365 nm. Todas as células marcadas em ambos os filtros foram contadas para 

mensuração da quantidade média de células normais e apoptóticas dos embriões de cada 

grupo.  
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Preparo de amostras, extração de RNA e produção do cDNA 

  

A viabilidade embrionária foi avaliada pelo método de transcrição reversa 

quantitativa em tempo real pela reação em cadeia da polimerase (RT-qPCR). Foram 

estudados 9 genes relacionados ao metabolismo celular (SLC2A1, SLC2A3), ao estresse 

oxidativo (HSPB1, HSPA5, HSP1A1, SOD2), ao reparo celular (MSH6), à implantação 

(FOSL1) e à placentação (KRT8). Grupos de cinco blastocistos foram transferidos com     

2 µL de PBS sem cálcio e magnésio e 4 µL RNAlater (Life Technologies Corporation, 

Carlsbad, CA, EUA) para tubos de 0,5 mL. Após incubação por 12 horas a 4°C, procedeu-

se o armazenamento a -20°C até a extração do RNA. No momento da análise, foram 

utilizados três pools de 15 blastocistos eclodidos (Be) após 48 horas do aquecimento de 

cada tratamento. 

O RNA total foi isolado usando o Kit RNeasy Plus Micro (Quiagen
®
, Hilden, 

Germany) conforme instruções do fabricante. O volume total de RNA isolado foi utilizado 

para a síntese de cDNA, usando o kit First-Strand cDNA Synthesis (Invitrogen) – 

SuperScript® III (200 U/µL) e primer Oligo-dT (0,5 µg/µL) em volume final de 40 µL. As 

reações foram realizadas a 65°C por 5 minutos e 50°C por 50 minutos, seguido pela 

inativação da enzima a 85°C por 5 minutos. A análise do qPCR foi realizada com Fast 

Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems). Para promover eficiência de amplificação 

máxima para cada gene (76 – 110%), as reações foram otimizadas por cálculos usando as 

curvas padrões relativas no programa 7500 2.0.3 (Applied Biosystems). Cada amostra foi 

analisada em triplicata e a especificidade de cada produto de PCR foi determinada pela 

análise da curva de melting e tamanho do amplicon em gel de agarose. As reações foram 

realizadas em volume final de 25 µL usando cDNA correspondente a 0,5 embrião. As 

condições dos ciclos do PCR foram 95°C por 5 minutos, seguido de 50 ciclos de 

desnaturação a 95°C por 10 segundos e então anelamento a 60°C por 30 segundos. O 

nome, a sequência e concentração do primer, tamanho do amplicon e temperatura de 

anelamento de cada gene estão listadas na Tabela 1. 

O nível de expressão dos três genes constitutivos, Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH), β-Actin (ACTB) e Peptidylprolyl isomerase A (PPIA) foi 

submetido ao programa de análise GeNorm, que indicou o PPIA como o gene mais estável. 

Este gene foi usado como referência para normalização dos dados. A expressão relativa de 
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cada gene foi calculada usando o método de ΔΔCt com correção da eficiência pelo método 

Pfaffl 
27

. 

 

TABELA 1 – Informação para primers específicos usados para amplificação de fragmentos de 

genes para análise PCR quantitativo em tempo real 

Gene Sequência do Primer 

Tamanho de 

amplicon  

(bp) 

Concentração 

do Primer 

(nM) 

GeneBank  

N° de acesso/ 

referência 

PPIA 
F:GCC ATG GAG CGC TTT GG 
R:CCA CAG TCA GCA ATG GTG ATC T 

65 300 NM_178320.2 

SLC2A1 
F: CAG GAG ATG AAG GAG GAG AGC 
R: CAC AAA TAG CGA CAC GAC AGT 

258 250 BT029806 

SLC 2A3 
F: ACT CTT CAC CTG ATT GGC CTT GGA 
R: GGC CAA TTT CAA AGA AGG CCA CGA 

145 300 NM_174603.3 

KRT8 
F: TGT GAA GAA GAT TGA GAC CCG CGA 

R: AAA CCT CAG GTC TCC TGT GCA GAT 
160 300 

X12877  

(El-Sayed et al. 2006) 

SOD2 
F: TTG CTG GAA GCC ATC AAA CGT GAC 

R: AAT CTG TAA GCG TCC CTG CTC CTT 
135 300 NM_ 201527 

HSPB1 
F: CTG GAC GTC AAC CAC TTC 

R: GGA CAG AGA GGA GGA GAC 
180 250 NM_001025569.1 

HSPA5 
F: CGT GGC CAC TAA TGG AGA TAC 

R: CTC TGT TGT CCT TCC GAA CAT 
119 300 NM_001075148.1 

HSP1A1 
F:CAA GAT CAC CAT CAC CAA CG 
R:AAA TCA CCT CCT GGC ACT TG 

219 300 NM_174550.1 

FOSL1 
F: GCT TCC TAG TAG AGC CAA AG 
R: GAA GAG GTG ATG AAG ACC ATA G 

200 300 NM_001205985.1 

MSH6 
F: CCC AGG TGC TTA AAG GTA TG 

R: GGA CCA TGT CAG AAT CCA AG 
186 300 NM_001192737.1 

PPIA=Peptidylprolyl isomerase A; SLC2A1=Bos taurus solute carrier family 2 (facilitated glucose 

transporter), member 1; SLC2A3=Bos taurus solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 

3; KRT8=Keratin 8; SOD2=Bos taurus superoxide dismutase 2; HSPB1=Bos taurus heat shock 27kDa 

protein 1; HSPA5=Bos taurus heat shock 70kDa protein 5 (glucose-regulated protein, 78kDa); HSP1A1=Bos 

taurus heat shock 70kDa protein 1A; FOSL1=Bos taurus FOS-like antigen 1; MSH6=Bos taurus mutS 

homolog 6. F: primer forward; R: primer reverse 

 

Delineamento experimental 

 

  Após maturação e fecundação, os possíveis zigotos foram distribuídos 

aleatoriamente em duas condições de cultivo. Os grupos (30 a 35 estruturas) foram 

transferidos para gotas de 200 μL de meio de cultivo sem melatonina (Controle) e 

suplementado com melatonina na concentração de 10
-9

 M (CIV+M10
-9

). Após 72 horas 

(D3), 50% do meio de cultivo foi substituído de acordo com o tratamento. No sétimo dia 

de cultivo (D7), a metade dos blastocistos expandidos grau I e II do tratamento CIV+M10
-9

 

foi submetida à RFB (CIV+M10
-9 

RFB). Em seguida, apenas os embriões grau I e II dos 

três grupos (Controle, CIV+M10
-9

 e CIV+M10
-9 

RFB) foram vitrificados e armazenados 

em nitrogênio líquido. Realizou-se 14 coletas, totalizando 618 embriões vitrificados. 
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Experimento 1 – Efeito da RFB associada à melatonina suplementada no meio de cultivo 

na viabilidade embrionária após vitrificação 

 

A viabilidade embrionária foi avaliada após aquecimento e recultivo em meio 

de cultivo por 72 horas nos tratamentos: Controle, CIV+M10
-9

 e CIV+M10
-9

 RFB.  

As taxas de re-expansão foram avaliadas após duas e 24 horas, seguidas por 

taxas de eclosão após 24, 48 e 72 horas do aquecimento. Nove repetições de aquecimento e 

recultivo foram realizadas para cada tratamento. 

 

Experimento 2 – Efeito da RFB associada à melatonina suplementada no meio de cultivo 

na apoptose celular 

 

O número total de células e o número de células apoptóticas foram 

determinados em blastocistos expandidos (grau I e II) de dois grupos frescos (Controle 

fresco, CIV+M10
-9

 fresco) e três vitrificados, aquecidos e recultivados por 24 horas 

(Controle vitrificado,
 
CIV+M10

-9
 e CIV+M10

-9
 RFB) pela técnica TUNEL. Utilizou-se   

15 embriões de cada tratamento, oriundos de duas etapas de aquecimento e recultivo. 

 

Experimento 3 – Efeito da RFB associada à melatonina suplementada no meio de cultivo 

na expressão de genes relacionados à qualidade embrionária  

 

A expressão de nove genes foram verificados quanto a possíveis danos à 

qualidade embrionária provocados pelo procedimento da RFB de embriões cultivados com 

melatonina a 10
-9

 M após vitrificação. A análise utilizou três pools de 15 blastocistos 

eclodidos após 48 horas de recultivo em dois grupos (CIV+M10
-9

 e CIV+M10
-9

 RFB). 

A avaliação incluiu genes relacionados ao metabolismo celular (SLC2A1, 

SLC2A3), ao estresse oxidativo (HSPB1, HSPA5, HSP1A1, SOD2), ao reparo celular 

MSH6), à implantação (FOSL1) e à placentação (KRT8).  

 

Análises estatísticas 

 

As análises estatísticas foram realizadas por meio do programa computacional 

R versão 3.0.2 (2014) 
28

 a 5% de significância. Os dados de expressão gênica não 
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apresentaram distribuição normal pelo teste de Shapiro-Wilk e foram comparados pelo 

Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney. A média do número total de células e contagem de 

células apoptóticas foi comparada entre os tratamentos pelo teste de Tukey e apresentados 

na forma de média (± erro padrão da média). As variáveis taxa de re-expansão e taxa de 

eclosão entre os tratamentos foram comparadas pelo teste qui-quadrado e apresentados em 

porcentagem.  

 

RESULTADOS 

 

Experimento 1 

A re-expansão dos blastocistos foi afetada positivamente pelo cultivo in vitro 

com melatonina. Os grupos suplementados com melatonina, independente da RFB, não 

apresentaram diferença na taxa de re-expansão entre duas e 24 horas de recultivo              

(P > 0,05). Ao contrário, o controle apresentou taxa de re-expansão inferior, especialmente 

às duas horas (P < 0,05; Tabela 2). Observou-se também que ambos os grupos 

suplementados com melatonina no meio de cultivo melhoraram a taxa de re-expansão tanto 

após duas horas quanto às 24 horas de recultivo em relação ao grupo controle (P < 0,05; 

Tabela 2). 

 

TABELA 2 – Taxa de re-expansão de blastocistos expandidos produzidos in vitro sem melatonina 

(Controle), suplementados com melatonina a 10
-9 

M no meio de cultivo (CIV+M10
-9

) 

e com a retirada do fluido da blastocele (CIV+M10
-9 

RFB), vitrificados, aquecidos e 

recultivados por 24 horas 

Tratamentos 
N° de 

blastocistos 

Taxa de Re-expansão (%) 

2 horas 24 horas 

Controle  198     29,3 (58/198) 
bB

 78,8 (156/198) 
aB

 

CIV+M10
-9

  215 86,7 (186/215) 
aA 

89,7 (193/215) 
aA 

CIV+M10
-9

 RFB 205 89,3 (183/205) 
aA 

87,7 (180/205) 
aA 

a, b
 Na linha, 

A, B
 na coluna (P < 0,05 pelo teste Qui-quadrado). 

  

A RFB associada ao cultivo com melatonina propiciou melhora na eclosão 

embrionária. A taxa de eclosão às 24, 48 e 72 horas após o aquecimento foi superior no 

grupo suplementado com melatonina associado à RFB em relação aos demais tratamentos 

(P < 0,05). Embora os grupos que não tiveram a blastocele removida obtiveram a mesma 
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taxa de eclosão às 24 horas (P > 0,05; Tabela 3), a melatonina melhorou a taxa de eclosão 

às 48 e 72 horas quando adicionada no meio de cultivo. 

 

TABELA 3 – Taxa de eclosão de blastocistos expandidos produzidos in vitro sem melatonina 

(Controle), suplementados com melatonina a 10
-9 

M no meio de cultivo  

(CIV+M10
-9

) e suplementados com melatonina a 10
-9 

M no meio de cultivo com a 

retirada do fluido da blastocele (CIV+M10
-9 

RFB), vitrificados, aquecidos e 

recultivados por 24, 48 e 72 horas 

Tratamentos 
N° de 

blastocistos 

Taxa de eclosão (%) 

24h 48h 72h 

Controle 198 6,1% (12/198) 
b
 18,7% (37/198) 

c 
27,3% (54/198) 

c 

CIV+M10
-9

 215 6,7% (14/215) 
b
 37,9% (82/215) 

b 
41,5% (89/215) 

b 

CIV+M10
-9 

RFB 205 20,3% (42/205) 
a
 56,1% (115/205) 

a
 66,8% (137/205) 

a 

a,b,c 
Na coluna (P < 0,05 pelo teste Qui-quadrado). 

 

 

Experimento 2 

Os grupos suplementados com melatonina a 10
-9 

M no meio de cultivo (fresco, 

com ou sem a retirada do fluido da blastocele) obtiveram menor número de células 

apoptóticas em relação aos grupos controle fresco e vitrificado (P < 0,05). No entanto, a 

média do número total de células não apresentou diferença entre os tratamentos (P > 0,05; 

Tabela 4). 

 

TABELA 4 – Média do número total de células (NCT) e número de células apoptóticas (NCA) de 

blastocistos expandidos grau I e II (frescos e vitrificados) produzidos in vitro na 

ausência (Controle) e presença de melatonina a 10
-9 

M no meio de cultivo 

(CIV+M10
-9

) e com a retirada do fluido da blastocele (CIV+M10
-9 

RFB), 

vitrificados, aquecidos e recultivados por 24 horas 

Tratamentos N° de blastocistos NCT NCA NCA/NTC (%) 

Controle fresco 15 135,6 ± 5,5
 

7,8 ± 0,6 
b 

5,7 
b
 

CIV+M10
-9

 fresco 15 135,4 ± 5,6
 

3,4 ± 0,6
 a 

2,5 
a
 

Controle vitrificado 15 139,8 ± 6,1
 

12,5 ± 0,6 
c
 
 

8,9 
c
 

CIV+M10
-9

 15 136,1 ± 5,6
 

4,9 ± 0,6 
a 

3,6 
a
 

CIV+M10
-9 

RFB 15 140,1 ± 5,8
 

3,7 ± 0,6 
a 

2,6 
a
 

a, b, c 
Na mesma coluna (P < 0,05 pelo teste de Tukey). 
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Experimento 3 

O efeito da RFB de blastocistos expandidos produzidos in vitro com 

suplementação de melatonina a 10
-9 

M no meio de cultivo, imediatamente antes da 

vitrificação, foi avaliado em blastocistos eclodidos 48 horas após o aquecimento quanto ao 

metabolismo celular (SLC2A1, SLC2A3), ao estresse oxidativo (HSPB1, HSPA5, 

HSP1A1, SOD2), ao reparo celular (MSH6), à implantação (FOSL1) e à placentação 

(KRT8).  

A abundância relativa de RNAm para os genes relacionados ao metabolismo 

celular (SLC2A1, SLC2A3) não diferiu entre os tratamentos (P > 0,05; Figura 2). 

  

 

FIGURA 2 - Abundância relativa de RNAm (média±erro padrão) dos genes relacionados ao 

metabolismo celular (SLC2A1, SLC2A3) em blastocistos eclodidos até 48 horas 

após o aquecimento (3 pools com 15 Be cada um) de embriões produzidos in vitro 

com suplementação de melatonina a 10
-9 

M no meio de cultivo (CIV+M10
-9

) e com a 

retirada do fluido da blastocele (CIV+M10
-9

 RFB). Não houve diferença entre os 

grupos (P > 0,05 pelo teste Wilcoxon-Mann-Whitney). 

 

Da mesma forma, não houve diferença entre os tratamentos para os genes 

relacionados ao estresse oxidativo (HSPB1, HSPA5, HSP1A1, SOD2), ao reparo celular 

(MSH6), implantação (FOSL1) e placentação (KRT8) com relação à abundância relativa 

de RNAm (P > 0,05; Figuras 3 e 4).  
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FIGURA 3 – Abundância relativa de RNAm (média±erro padrão) dos genes relacionados ao 

estresse oxidativo (HSPB1, HSPA5, HSP1A1, SOD2) em blastocistos eclodidos até 

48 horas após o aquecimento (3 pools com 15 Be cada um) de embriões produzidos 

in vitro com suplementação de melatonina a 10
-9 

M no meio de cultivo (CIV+M10
-9

) 

e com a retirada do fluido da blastocele (CIV+M10
-9

 RFB). Não houve diferença 

entre os grupos (P > 0,05 pelo teste Wilcoxon-Mann-Whitney). 

 

 

  

 

FIGURA 4 – Abundância relativa de RNAm (média±erro padrão) do gene relacionado ao reparo 

celular (MSH6), implantação (FOSL1) e placentação (KRT8) em blastocistos 

eclodidos até 48 horas após o aquecimento (3 pools com 15 Be cada um) de 

embriões produzidos in vitro com suplementação de melatonina a 10
-9 

M no meio de 

cultivo (CIV+M10
-9

) e com a retirada do fluido da blastocele (CIV+M10
-9

 RFB). 

Não houve diferença entre os grupos (P > 0,05 pelo teste Wilcoxon-Mann-Whitney). 

 

 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

HSPB1 HSPA5 HSP1A1 SOD2

A
b

u
n

d
ân

ci
a 

re
la

ti
v
a 

d
e 

R
N

A
m

 

CIV+M10

CIV+M10   RFB

-9 

-9 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

MSH6 FOSL1 KRT8

A
b
u
n
d

ân
ci

a 
re

la
ti

v
a 

d
e 

R
N

A
m

 

CIV+M10

CIV+M10   RFB

-9 

-9 



86 

 

DISCUSSÃO 

   

 O presente estudo, até onde vai o nosso conhecimento, é o primeiro a associar 

melatonina na produção in vitro de embriões e retirada do fluido da blastocele com o 

auxílio de micromanipulador. A RFB de embriões cultivados com melatonina a 10
-9

 M 

favoreceu a sobrevivência embrionária após vitrificação pelo aumento na taxa de eclosão 

associada a redução do NCA. Dados adicionais de expressão gênica mostraram que a 

qualidade de embriões tratados com melatonina a 10
-9

 M não é alterada pela RFB. Além 

disso, embriões tratados com melatonina obtiveram maior taxa de re-expansão em menor 

tempo de recultivo, independente da RFB. Estas informações são alternativas para 

melhorar a criotolerância e a viabilidade de embriões produzidos in vitro e fornecem novos 

parâmetros para as pesquisas em andamento. 

 Neste estudo, independente da RFB, a melatonina adicionada ao meio de 

cultivo a 10
-9

 M proporcionou um aumento médio de 66,7% nas taxas de re-expansão às 

duas horas e 11,2% às 24 horas de recultivo. Ao contrário, o tratamento sem a sua adição 

precisou de um maior período para a total re-expansão. Do mesmo modo, a eclosão 

embrionária média foi superior 77,4%, 60,2% e 49,6% às 24, 48 e 72 horas, 

respectivamente ao controle. Os dados deste experimento corroboram com os de         

Wang et al. 
20

 que observaram maiores taxas de eclosão e menor taxa de mortalidade até  

72 horas de recultivo após o aquecimento quando embriões bovinos foram cultivados com 

melatonina a 10
-7

 M. Estes resultados foram comprovados em virtude do potente poder 

antioxidante da melatonina 
13,29

 em proteger os embriões produzidos no sistema de cultivo 

in vitro 
12

. Provavelmente em consequência da melhor qualidade desses embriões, nesta 

pesquisa, a RFB não melhorou a taxa de re-expansão dos grupos com melatonina, 

mantendo semelhante o NCA. Estes efeitos positivos podem ser atribuídos às maiores 

concentrações de glutationa intracelular 
15

, menor quantidade de espécies reativas de 

oxigênio 
19

 e a maior expressão de genes anti-apoptóticos 
19,30

 conferidos pela melatonina.  

 A RFB aumentou as taxas de eclosão até 72 horas. Sabe-se que a baixa 

criotolerância do embrião produzido in vitro é uma consequência do sistema de produção, 

sendo que a presença de água na blastocele é um dos fatores que prejudicam a qualidade 

dos blastocistos durante a criopreservação devido a formação de cristais de gelo 
3
. Os 

resultados desta pesquisa, associados a outros recentemente divulgados 
21,22,31–33

, mostram 

que estes efeitos podem ser reduzidos após a RFB antes da criopreservação, minimizando 



87 

 

as injúrias celulares e, consequentemente aumentando a sobrevivência embrionária 
11,34

. 

Provavelmente, o aumento da eclodibilidade embrionária foi provocado pela incisão 

causada pelo processo da RFB, a qual pode ter favorecido a entrada do crioprotetor que, 

associado à ausência da blastocele, pode ter levado a melhor desidratação das células 

embrionárias com menor formação de cristais de gelo 
34

. Aliado a isto, pode ter ocorrido 

melhor difusão do crioprotetor, uma vez que blastocistos expandidos apresentam maior 

quantidade de canais na membrana celular que embriões menos desenvolvidos 
35

. Por 

conseguinte, dentro deste contexto, há possibilidade de ocorrência de danos pela formação 

de cristais de gelo resultante do processo de criopreservação inadequado nos grupos que 

mantiveram a blastocele intacta, prejudicando a eclosão. Em contrapartida, esta incisão na 

zona pelúcia causada pela RFB pode ter facilitado a eclosão embrionária apenas pelo efeito 

da ruptura da barreira protetora. Independentemente disto, o fato é que o aumento nas taxas 

de eclosão proporcionam maiores chances de gestação 
22,36

. Neste contexto, a RFB torna-se 

uma opção para doadoras de alto valor zootécnico e para a reprodução assistida humana, 

visto que necessita de um equipamento relativamente caro e mão de obra treinada. 

Estudos com embriões humanos, após vitrificação e aquecimento, mostraram 

que as taxas de sobrevivência e gestação de blastocistos expandidos com blastoceles 

intactas foram inferiores àquelas de blastocistos iniciais por causa da substituição 

incompleta de água por crioprotetores na blastocele 
31–33,37

.  

A criopreservação pode ser realizada por congelamento lento ou vitrificação e 

resulta em prole saudável, apesar dos embriões sofrerem consideráveis danos morfológicos 

e funcionais. O congelamento lento precisa de uma máquina de congelação e o processo é 

demorado. Já a vitrificação proporciona rápida desidratação das células, tornando-as 

suficientemente permeáveis à alta concentração de crioprotetores que, durante o 

resfriamento, formam uma solução viscosa que faz com que a água se solidifique em 

estado vítreo, sem a ocorrência de cristais de gelo 
38

. Isto resulta em maior sobrevivência 

embrionária 
26,39

 e melhores taxas de eclosão 48 horas após o descongelamento, tanto em 

embriões bovinos produzidos in vivo quanto in vitro 
40,41

. 

Em bovinos, a RFB aumentou as taxas de sobrevivência e eclosão em ambos os 

métodos de congelamento, mas seu impacto foi maior na vitrificação de embriões 

produzidos in vitro, além de aumentar as taxas de prenhez e nascimentos de blastocistos 

produzidos in vivo 
22

. Esta técnica também propiciou elevação da taxa de sobrevivência em 
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blastocistos oriundos de transferência nuclear de células somáticas em fase de eclosão ou 

eclodidos 
21

.  

Devido a importância no desenvolvimento e na sobrevivência embrionária 
42,43

, 

o NTC e incidência de apoptose de blastocistos foram confirmados utilizando a técnica 

TUNEL. Os resultados mostraram que o NTC não foi alterado entre os tratamentos. 

Entretanto, verificou-se que os embriões suplementados com melatonina a 10
-9

 M ao meio 

de cultivo, independente da RFB, frescos ou vitrificados, apresentaram menor NCA em 

relação a ambos os grupos controle. Pesquisas anteriores relacionadas à PIVE e à 

transferência nuclear de células somáticas sem adição de antioxidantes relataram que a 

RFB possibilitou aumento no NTC e redução no NCA 
21,22

. Análises feitas por RT-PCR 

mostraram que a expressão do gene anti-apoptótico Bcl-XL aumentou significativamente 

nos embriões bovinos expostos à RFB com redução na expressão do gene pró-apoptótico 

Bax 
22

.  

Normalmente, o processo de criopreservação provoca redução no número total 

de células embrionárias viáveis, assim como a vitrificação promove danos específicos na 

massa celular interna, mas não altera o número de células do trofoectoderma após o 

aquecimento 
44

. Contudo, a extensão da injúria da criopreservação depende de fatores 

como tamanho e tipo celular, permeabilidade de membranas, qualidade e sensibilidade dos 

blastômeros 
45

. Um dos mecanismos fundamentais envolvidos na criotolerância 

proporcionado pela melatonina é o de modificar a expressão de importantes genes 

envolvidos no desenvolvimento embrionário. Há aumento na expressão de genes 

requeridos para metilação celular (DNMT3A), proteínas de membrana (OCC) e 

conectividade celular (CDH1), além da redução da expressão do gene aquoporina (AQP3), 

o que conduz ao aumento da resistência à apoptose 
20

. Além disso, a melatonina adicionada 

na concentração apropriada no cultivo in vitro, reduz a expressão de genes pró-apoptóticos 

(p53, Bax, caspase-3) e aumenta a expressão de genes anti-apoptóticos (Bcl-2, Gpx4, 

SOD1) 
19,30

. Assim, os embriões produzidos in vitro tornam-se mais habilitados para a 

implantação, aumentam as chances de sobrevivência pós-natal e, com isso, o número de 

crias por fêmea 
19

. 

 A qualidade dos embriões produzidos com melatonina e submetidos à RFB 

não foi afetada quanto ao seu metabolismo, estresse oxidativo, reparo celular, implantação 

e placentação, provavelmente em decorrência da proteção conferida pela melatonina. 

Trabalhos anteriores com RFB de embriões sem adição de antioxidantes não relatam sobre 
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a qualidade dos embriões, mas indicam maior expressão de genes anti-apoptóticos       

(Bcl-XL) e menor expressão de genes pró-apoptóticos (Bax) e maior número de prenhezes 

e nascimentos  
22

. 

 Embriões cultivados com melatonina a 10
-9

 M associada à retirada do fluido 

da blastocele aumentaram a taxa de eclosão e mantiveram o número de células apoptóticas 

e a expressão de genes relacionados à qualidade embrionária, o que pode melhorar os 

índices de prenhez e nascimento. Similarmente, a melatonina suplementada ao meio de 

cultivo a 10
-9

 M proporcionou melhor sobrevivência embrionária, possibilitando a 

transferência em menor tempo. Assim, os dados deste estudo demonstram que a 

melatonina adicionada ao meio de cultivo proporciona melhor qualidade e viabilidade aos 

blastocistos, aumentando a criotolerância e a sobrevivência embrionária após o 

aquecimento, independente da retirada do fluido da blastocele. A avaliação da incisão da 

zona pelúcida sem a RFB na eclosão e viabilidade embrionária pós-criopreservação, assim 

como dados in vivo, precisam ser analisados. Adicionalmente, novas informações sobre 

associação de técnicas foram geradas para pesquisas relacionadas à criotolerância. 

 

CONCLUSÃO  

 

A retirada do fluido da blastocele associada à melatonina suplementada a      

10
-9

 M no meio de cultivo favoreceu a eclosão de embriões vitrificados pelo método 

Cryotop. 
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CAPÍTULO 4 – CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O Doutorado trouxe muito mais que uma realização profissional, mas uma 

evolução pessoal e espiritual. As experiências obtidas da convivência com professores, 

pesquisadores e alunos nos diversos laboratórios pelos quais passei, transformaram meu 

modo de agir e pensar. Os resultados que, nem sempre eram os esperados, aguçaram minha 

capacidade crítica para percepção e capacidade de análise de resultados. Muitas vezes, o 

sucesso da técnica estava em detalhes que os artigos não mencionavam, mas nada que o 

trabalho em equipe, a dedicação e a persistência (às vezes de vários meses) não resolvesse. 

As várias horas, dias e noites que passamos nos laboratórios, abdicando do convívio com 

amigos e familiares, deu-me de presente novas experiências e amizades. Aprendi a relevar, 

a respirar e a ser mais humilde antes de tomar qualquer atitude precipitada. Neste contexto, 

hoje sei da importância de um prévio planejamento experimental e de projetos piloto. 

Aliado a tudo isso, a pesquisa nos torna pessoas melhores porque nos desafia a cada 

resultado, principalmente quando são contraditórios aos nossos propósitos. 

Definitivamente, sem a parceria com outras instituições este projeto não teria sido 

executado. Percebi que existem muitas pessoas que têm vontade de crescer e colaborar 

para o desenvolvimento da pesquisa brasileira, assim como servem de lição para meus 

futuros passos, seja na vida profissional ou pessoal. 

Capítulo 1 – O início foi angustiante, uma vez que meu primeiro projeto, 

apesar de financiado, não tinha um delineamento experimental bom e era baseado em 

falsas promessas. Foi muito desgastante para toda equipe e, assim foi perdido. Novas 

propostas em parceria com a Embrapa Cerrados surgiram para o projeto atual, desta vez 

com bases sólidas. A revisão de literatura sobre a melatonina e a retirada do fluido da 

blastocele fazia com que eu me empolgasse ainda mais. Entretanto, a falta de ovários 

próximos ao laboratório do CTZL dificultava a execução de tantos experimentos. Mas 

como sempre há solução para problemas, surgiu a possibilidade da execução no laboratório 

da Embrapa Arroz e Feijão e também da padronização do laboratório da UFG.   

Capítulo 2 – Os três primeiros experimentos foram penosos, porquanto já havia 

perdido um ano de Doutorado com o antigo projeto. Intensas foram as coletas e a produção 

in vitro de embriões que não perdoava finais de semana, feriados ou datas comemorativas 

importantes. No momento da realização das análises de fluorescência que precisávamos 

captar imagens fotográficas, depois de três laboratórios sem sucesso, conseguimos nos 
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instalar no Laboratório de Histofisiologia do ICB3. Então, partimos para a execução das 

técnicas que os artigos mencionavam. Algumas conseguimos logo de imediato, outras 

depois de vários meses de persistência e uma sem sucesso. Finalmente, nosso estudo 

mostrou que dependendo da qualidade ovocitária e da concentração que a melatonina é 

adicionada aos meios de maturação e/ou cultivo há melhora na qualidade e viabilidade 

embrionária.  

Capítulo 3 – A execução do terceiro e quarto experimentos somente se tornou 

possível pela colaboração de todos os envolvidos, uma vez que deveríamos coletar os 

ovários em Goiânia e produzir os embriões em Brasília. Estávamos em uma época de seca 

e entressafra para abate de fêmeas nos frigoríficos. Como sempre “no final tudo dá certo”, 

conseguimos coletar muitos ovários em quatro estabelecimentos em uma semana. A 

amizade, o profissionalismo e o entrosamento entre os envolvidos permitiram que quase 

tudo desse certo. Durante as últimas análises, os derradeiros embriões vitrificados 

degeneraram. Decepção e sentimento de fracasso, pois não achávamos a causa. 

Posteriormente, soubemos que a partida de CIV enviada veio com problemas devido ao 

BSA vencido. Entretanto, serviu de aprendizado, pois na afobação para terminar e 

defender, não testei a partida como havia feito nas outras repetições. Retomadas as novas 

coletas e análises, concluo que nossa hipótese de associação de duas técnicas para melhorar 

a criotolerância e a sobrevivência de embriões produzidos in vitro foi satisfatória. Primeiro 

porque geramos novas informações sobre qualidade embrionária através da expressão de 

genes. Segundo porque criamos uma expectativa para novos trabalhos sobre esta 

associação quanto às taxas de prenhez e nascimento devido às melhores taxas de eclosão 

propiciadas pela retirada do fluido da blastocele de embriões produzidos com melatonina 

sem alteração no número de células apoptóticas. 

Todas as conclusões obtidas destes experimentos serviram de experiência e 

serão base para futuras pesquisas, in vitro e/ou in vivo. 
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ANEXO A – PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA 
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ANEXO B – CLASSIFICAÇÃO DE COMPLEXOS CUMULUS OVÓCITOS  

 

Fonte: Stojkovic, M, Machado, AS, Stojkovic, P,  Zakhartchenko, V,  Hutzler, P. 

Mitochondrial Distribution and Adenosine Triphosphate Content of Bovine Oocytes 

Before and After In Vitro Maturation: Correlation with Morphological Criteria and 

Developmental Capacity After In Vitro Fertilization and Culture. Biology of reproduction. 

2001; 64(3):904–9. 

 

QUALIDADE CARACTERÍSTICAS 

Grau 1 Ovócitos com citoplasma homogêneo e múltiplas camadas 

compactas de células do cumulus. 

Grau 2 Ovócito com citoplasma homogêneo com pequenas áreas 

mostrando pigmentações irregulares, cumulus compacto menor 

do que na categoria 1 com pelo menos 5 camadas completas. 

Grau 3 Ovócito com citoplasma heterogêneo/vacuolizado, zona pelúcida 

coberta com 3 a 5 camadas de células do cumulus e/ou com 

pequenas áreas desnudas. 

Grau 4 Citoplasma heterogeneamente pigmentado e o cumulus 

completamente/parcialmente ausente ou expandido. 
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ANEXO C – CLASSIFICAÇÃO DE EMBRIÕES BOVINOS PRODUZIDOS IN 

VIVO DE ACORDO COM O ESTÁDIO DE DESENVOLVIMENTO 

 

Fonte: Sociedade Internacional de Transferência de Embriões (IETS) 
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ANEXO D – CLASSIFICAÇÃO DE EMBRIÕES BOVINOS PRODUZIDOS IN 

VIVO DE ACORDO COM A QUALIDADE MORFOLÓGICA 

 

Fonte: Sociedade Internacional de Transferência de Embriões (IETS) 
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ANEXO E – PREPARO DA MELATONINA 

 

MELATONINA (Sigma M5250) 

 Peso Molecular= 232,28g/mol 

 Pureza: ≥ 98% 

 Estocar a - 20°C 

 Solubilidade (água): 1mg/mL 

 

OBSERVAÇÕES IMPORTANTES: 

 Diluição conforme Dr. Reiter 

o Fazer solução Mãe/Stock para todo o experimento, pois diluir todos os dias leva 

ao erro. 

o Diluir em etanol, pois em DMSO pode influenciar de forma negativa no cultivo. 

(Diluímos em água milliQ, pois o frasco veio solúvel em água). 

o A diluição da solução estoque ou trabalho devem ser preparadas sob luz indireta. 

o A melatonina aliquotada nunca deve ser reutilizada após descongelada. Descartar. 

 

PREPARO DAS SOLUÇÕES: 

 

 Solução Mãe1 (10
-3 

M)  10mL 

 Pesar 0,0023228g e diluir em 200µL de água milliQ. Homogeneizar e em 

seguida adicionar 9800 µL de água MilliQ ou de meio de cultivo. 

 

 Solução Mãe2 (10
-5 

M)  2mL 

 20µL da solução Mãe1 

 1980 µL de água MilliQ ou de meio de cultivo. 

 Aliquotar (20 µL) e congelar protegido da luz (USO: Experimentos 1 e 2) 

 

 Stock (10
-6 

M)  2mL 

 200µL da solução Mãe2 (10
-5 

M) 

 1800µL de água MilliQ ou de meio de cultivo.   

 Aliquotar (10 µL) e congelar protegido da luz (USO: Experimentos 3 e 4) 
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 Solução de trabalho: 

 Experimentos 1 e 2: 

 Sol. 10
-7 

M  10µL sol. MÃE2 + 990µL de meio 

 Sol. 10
-9 

M  10µL sol. 10
-7

 + 990µL de meio 

 Sol. 10
-11 

M  10µL sol. 10
-9

 + 990µL de meio 

 

 Experimentos 3 e 4: 

 Sol. 10
-9 

M  2µL sol. STOCK + 1998µL de meio 

 Sol. 10
-11 

M  10µL sol. 10
-9

 + 990µL de meio 
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ANEXO F – PROTOCOLO PARA ANÁLISES DE ESPÉCIES REATIVAS DE 

OXIGÊNIO E GLUTATIONA EM OVÓCITOS E EMBRIÕES 

 

 EROS: CM-H2DCFDA (C 400, molecular probes) 

o Mw (peso molecular): 531,3 

o Stock ROS: 0,0053g em 10 mL PBS/PVA (10
-3

M). 

 

GSH: CellTracker Blue CMF2HC: (C12881, 4-chloromethyl-6,8-difluoro-7-

hydroxycounmarin; Molecular Probes) 

o Mw: 246,6 

o Stock GSH: 0,0025g em 10 mL de PBS/PVA (10
-3

M). 

 

 Solução PBS-PVA 

Componente Para 1L de H2O milli-q                

NaCl 8g 

KCl 0,2g 

Na2HPO4 x 2H2O 2,88g 

PVA 2g 

 

 Dilução das sondas em PBS/PVA – Solução de uso 

 

o OBS.: Diluir no dia do uso. Preparar as placas com sondas sempre no 

mesmo dia, sempre próximo de sua utilização. 

 

o Concentração de 10 µM (para as duas sondas): 

 980 µL PBS/PVA de sonda  

 10 µL Stock GSH 

 10 µL Stock ROS 

 

 Procedimento para a coloração: 

 

1. Lavar os embriões/oócitos em 3 gotas de PBS/PVA (50 µL) sem as sondas.  

2. Preparo das sondas: 10 µL de Stock GSH + 10 µL de Stock ROS + 980 µL de 

PBS/PVA. 
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3. Preparar placa com gotas de 100 µL (PBS/PVA com as sondas), sob óleo mineral. 

Levar à estufa por 30 a 60 minutos para aquecer as sondas. (OBS.: Também podem 

ser preparados em eppendorf (250 µL PBS/PVA com as sondas), protegido de 

papel alumínio). 

4. Colocar as estruturas nas gotas preparadas e incubar durante 30 minutos em estufa. 

5. Lavar novamente em 3 gotas de PBS/PVA (sem sonda). Colocar as estruturas na 

lâmina, utilizando vaselina nos cantos da lamínula e esmalte nas bordas para vedar 

e manter o formato das estruturas (Basta encostar a lamínula na gota). Cuidado: 

manter no escuro! (colocar em caixa fechada, até avaliação em microscópio de 

fluorescência). 

6. Tirar foto de cada uma das estruturas através de microscópio de Fluorescência. 

Filtros para análise de GLUTATIONA: 370 nm (FILTRO VERDE – visualização 

em azul); ROS: 460 nm (FILTRO AZUL – visualização em verde). 

7. Analisar as imagens através do software Image J. Utilizar grupo controle como 

padrão de coloração. Fazer média do nível de intensidade em pixels, no grupo 

controle para estabelecer uma quantidade padrão. 

8. Estabelecer uma media em cada tratamento, da intensidade de fluorescência.   

9. Referências: 

 Santos ECS, Sato D, Lucia T, Iwata H. Brilliant cresyl blue staining 

negatively affects mitochondrial functions in porcine oocytes. Zygote. 2013 

Dec 20:1-8. 

 Takeo S, Kawahara-Miki R, Goto H, Cao F, Kimura K, Monji Y, Kuwayama 

T, Iwata H.Age-associated changes in gene expression and developmental 

competence of bovine oocytes, and a possible countermeasure against age-

associated events. Mol Reprod Dev. 2013 Jul;80(7):508-21. doi: 

10.1002/mrd.22187.  

 Itami N, Kawahara-Miki R, Kawana H, Endo M, Kuwayama T, Iwata H. 

Age-associated changes in bovine oocytes and granulosa cell complexes 

collected from early antral follicles. J Assist Reprod Genet. 2014 

Aug;31(8):1079-88. doi: 10.1007/s10815-014-0251-y.  

 Sakatani M, Suda I, Oki T, Kobayashi S, Kobayashi S, Takahashi 

M.Effects of purple sweet potato anthocyanins on development and intracellu

lar redox status of bovinepreimplantation embryos exposed to heat shock. J 

Reprod Dev. 2007 Jun;53(3):605-14.  

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santos%20EC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24355610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sato%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24355610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lucia%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24355610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iwata%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24355610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24355610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takeo%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23712640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawahara-Miki%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23712640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goto%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23712640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cao%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23712640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kimura%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23712640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Monji%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23712640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuwayama%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23712640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuwayama%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23712640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iwata%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23712640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=iwata+oocyte+bovine+ros
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Itami%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24830789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawahara-Miki%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24830789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawana%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24830789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Endo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24830789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuwayama%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24830789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iwata%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24830789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=iwata+oocyte+bovine+gsh
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sakatani%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17325453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Suda%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17325453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oki%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17325453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kobayashi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17325453
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ANEXO G – PROTOCOLO ANÁLISE DE POTENCIAL DA MEMBRANA 

MITOCONDRIAL EM OVÓCITOS 

 

 Mitotracker Orange CMTMRos- Special Packaging. Código: M-7510  (Life 

technologies) 

o Peso molecular: 427,37 

o Concentração final: 0,5 µM 

o Emissão/Excitação: 560 nm 

 

 Preparo das Soluções: 

 

1. PBS/PVA: 

Componente Para 1L de H2O milli-q                

NaCl 8g 

KCl 0,2g 

Na2HPO4 x 2H2O 2,88g 

PVA 2g 

 

2. PBS/PVA+ Mitotracker (Stock  1 mM): 

 

Componente Quantidade 

Mitotracker 0,00213685 g 

PBS/PVA 5 mL 

   *Aliquotar em 5 µL. Estocar protegido da luz em freezer ou nitrogênio (< -20°C). 

 

3. Paraformaldeído 20% 

 

Componente Quantidade 

Paraformaldeído puríssimo Vetec 694 0,6 

PBS aquecido (60˚C) 3mL 

OBS. Demora a diluir, tem que aquecer 

                 *Manter em geladeira.  Preparado na semana do uso. 
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Diluição para Paraformaldeído 3,7%  

Solução Quantidade 

Paraformaldeído 20% 2,775 mL 

PBS/PVP 12,225 mL 

             *Manter em geladeira.  Preparada na semana do uso. 

 

 Técnica: 

 Retirar 1 µL da solução stock e colocar em 2000 µL de PBS/PVA. 

(Concentração final de 0,5 µM). 

 Preparar gotas de 100 µL em placa com óleo. Colocar na estufa para aquecer. 

(1h-1h30min). 

 Adicionar os ovócitos nas gotas preparadas e levar novamente à estufa por 30 

minutos. Lavar 3 vezes em gotas de PBS/PVA (50 µL). 

 Retirar e fixar em paraformaldeído 3.7%.  Colocar em placas 4 poços, cada 

poço com 400 µL. Placa protegida da luz. Manter em geladeira (24h).  

 Ao final da fixação, lavar os ovócitos 3 vezes em gotas de PBS/PVA (50 µL). 

 Preparar as lâminas: 

1) Na lâmina, colocar os ovócitos (n=5) com o mínimo de PBS/PVA. Com 

o auxílio da pipetinha, circundá-los com óleo mineral (para não 

espalharem). Adicionar aos embriões uma gota de 1 µL de 

PROLONG@GOLD ANFIFADE MOUNTANT  (P10144-Life 

Technologies). Usar vaselina entre lâmina e lamínula para as células não 

amassarem ou estourarem. (Pressione levemente a lamínula até fazer uma 

bolha ao redor dos ovócitos). OBS.: Se for usar lâmina abaulada, não é 

necessário colocar o óleo mineral. 

2) Tirar as fotos dos ovócitos e analisar a fluorescência (Filtro 560nm). 

3) Mensurar a intensidade da atividade mitocondrial através do software 

ImageJ. 

 

 Referência: 

 Santos ECS, Sato D, Lucia Jr T, Iwata H. Brilliant cresyl blue staining 

negatively affects mitochondrial functions in porcine oocytes. Zygote. 2013 

Dec 20:1-8.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24355610
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ANEXO H – PROTOCOLO TUNEL PARA EMBRIÕES 

 

 KIT = In situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein  

(Roche: www.roche-applied-science.com) 

 For detection and quantification of apoptosis at single cell level, based on 

labeling of DNA strand breaks (TUNEL technology): Analisys by fluorescence 

Microscopy or flow cytometry. 

 Cat. No.:11684 795 910 Roche Diagnostics 

 1 Kit: 50 tests 

 

 MATERIAL 

 

1. PBS 

2. PVP (Polivinilpirrolidona) ou BSA (Bovine serum albumin) 

3. Paraformaldeído puríssimo (Vetec 694) 

4. Trizma Hydrochloride (Sigma T3253) 

5. Cloreto de Magnésio (MgCl2) 

6. DNAse 

7. Triton X-100 

8. Citrato de sódio 

9. Hoeschst 33342 

10. Kit TUNEL (In situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein - Roche) 

11. ProLong®Gold (Molecular Probes, Eugene, OR)  

12. Água deionizada 

13. Água Mili-q 

14. Placas de petri (Ø=60mm) 

15. Placas NUNC (quatro poços) 

16. Lâminas 

17. Lamínulas 

18. Papel alumínio 

19. Ponteiras 200µL e 1000 µL 

20. Câmara úmida (caixa para ponteiras com papel úmido no fundo e envolta por 

papel laminado – colocar em um banho-maria) 
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 SOLUÇÕES BASE 

 

1. PBS-PVP (1mg de PVP por mL de PBS)  Tampão de lavagem 

2. Paraformaldeído 3,7%  Solução fixadora 

3. Solução Tris-HCL (400mM)  Tampão usado na solução DNAse 

4. Solução MgCl2 (50mM)  Usada na solução DNAse 

5. Solução Hoeschst (mãe) 

 

 MODO DE PREPARO DAS SOLUÇÕES PARA O KIT 

 

1. PBS/PVP ou PBS/BSA  

Solução Quantidade 

PBS 50 mL 

PVP (Polivinilpirrolidona) ou BSA (Bovine serum 

albumin) 

0,05 g 

              Manter em geladeira.  Preparada na semana do uso. 

2. Solução de Fixação (Paraformaldeído 3,7%) 

 

Paraformaldeído 20% 

Componente Quantidade 

Paraformaldeído puríssimo vetec 694 0,6 g 

PBS aquecido (60˚C) 3 mL 

OBS: Demora a diluir, tem que aquecer 

             Manter em geladeira. Preparado na semana do uso. Usar em temperatura ambiente. 

Diluição para Paraformaldeído 3,7% 

Solução Quantidade 

Paraformaldeído 20% 2,775 mL 

PBS-PVP 12,225 mL 

              Manter em geladeira.  Preparada na semana do uso. 

3. Solução Tris-HCL 400mM (utilizada na solução DNase) 

Componente Quantidade 

Trizma Hydrochloride sigma T3253 0,06304 g 

Água Milli-q 1 mL 

 Manter em freezer a -20˚C. 

 

4. Solução MgCl2 50 mM 

Componente Quantidade 

MgCl2 0,001 g 

Água Milli-q 1 mL 

Manter em freezer a -20˚C. 
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5. Solução DNAse 50 U/mL (mãe) 

Componente Quantidade 

DNAse  0,0001g 

Água milli-q 100 µL 

Manter em freezer a -20˚C. 

 

6. Solução DNAse 

Componente Concentração Quantidade (50µL de solução) 

Solução Tris-HCl  400 mM 5 µL 

Solução MgCl2 50 mM 6 µL 

Solução DNase mãe 50 U/mL 0,5 µL 

Água Milli-q ------------- 38,5 µL 

Manipular no gelo. Não armazenar, preparar no momento do uso. 

 

7. Solução permeabilizadora 

Componente Quantidade 

Triton X-100 (0,5%) 75 µL 

Citrato de sódio 0,015g 

PBS-PVP aquecido (36-38°C) 14,925 mL 

OBS: Aquecer para diluir o Triton X-100 

Manter em geladeira.  Preparada na semana do uso. 

 

8. Solução mix (Soluções do kit tunel) 

Componente Quantidade 

Vial 1-tampa azul –solução enzimática 50 µl 

Vial 2-tampa roxa-solução marcadora 450 µl 

Preparar na hora da utilização (manipular no gelo). Não armazenar. 

 

9. Solução Hoeschst (mãe) 

Componente Quantidade 

Hoeschst 33342 1 mg 

Água deionizada 1 mL 

* Aliquotar 9 µL e congelar em eppendorf  (em -20˚C) protegido da luz. Utilizar 

1,5 mL de PBS/PVP para uso na técnica.  

 
 PREPARO DA TÉCNICA: 

 

1. Lavar os embriões em PBS-PVP em uma gota de 100 µL. 

2. Transferir para solução de fixação (Paraformaldeído – temperatura ambiente) 

em placas NUNC, contendo 400 µL de solução. Manter em temperatura 

ambiente por 1 hora (Pode deixar overnight na geladeira). 
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3. Lavar os embriões em 3 gotas de 100 µL PBS-PVP. Deixar 2 minutos na última 

gota. 

 

 

4. Transferir os embriões para solução permeabilizadora, 400 µL (placa NUNC), 

por 1 hora em geladeira (2-8˚C). 

 

5. Lavar os embriões em 3 gotas de 50 µL de PBS/PVP. Deixar 2 minutos na 

última gota. 

 

 

6. Dividir os embriões em três grupos: controle positivo, controle negativo e 

amostra. Lavar o grupo positivo em uma gota de solução DNAse para 

posteriormente incubá-lo em 10 µL da mesma solução em lâmina (marcada 

com um círculo de esmalte). Preparar e manter a solução DNAse sempre em 

gelo (todos componentes). A lâmina contendo os embriões e a solução DNAse 

devem permanecer por 1h em câmara úmida a 37˚C (caixa de ponteiras com 

papel úmido e envolta por papel laminado, dentro de um banho-maria). 
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7. O grupo negativo e a amostra devem permanecer em PBS/PVP em placa nunc 

400 µL em 37˚C por 1 hora (mesa aquecedora ou estufa). 

8. Lavar os grupos de embriões em 3 gotas de 50 µL de PBS/PVP, deixando 2 

minutos na última gota. A partir desta etapa, manipular esta o grupo controle 

positivo sempre por último! 

 

 

 

9. Reação TUNEL  

 

 MANIPULAR NO ESCURO!! 

 

a. O grupo negativo deve ser lavado em uma gota de solução marcadora 

(tampa roxa-kit) e posteriormente incubado em 10 µL da mesma 

solução, em uma lâmina marcada com esmalte circular por 1 hora a 

37˚C, em câmara úmida. Manipular esta solução sempre em gelo e com 

a utilização de luvas. 

b. O grupo positivo e a amostra devem ser lavados em uma gota de 

solução mix (tampa roxa + tampa azul) e incubados em 10 µL da 

solução mix em uma lâmina marcada com esmalte circular, por 1 h em 

37 ˚C, em câmara úmida. Manipular esta solução sempre em gelo e com 

a utilização de luvas e no escuro. Passar o grupo positivo sempre por 

último! 
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Obs.: O volume 10 µL das soluções Tunel adicionado no interior dos círculos é 

suficiente para aproximadamente 10 embriões.  

 

10. Lavar os grupos de embriões em 3 gotas de 50 µL de PBS/PVP, deixando 2 min 

na ultima gota, protegido da luz. 

 

 

 

 

 

 

 

11. Incubar os embriões (todos os grupos) em solução Hoeschst por 10 min em 

gotas de 20 µL em lâminas com esmalte. Protegido da luz! 

 

 

 

12. Lavar cada grupo de embriões em 3 gotas de 50 µL de PBS/PVP, deixando 2 

min na ultima gota, protegido da luz. 

 

 

 

 

 

 

 

13. Montar as lâminas de cada grupo para visualização. Colocar os embriões com o 

mínimo de meio possível em lâmina (separados para não se misturarem). Logo 

 
2 min 

  

 
2 min 
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em seguida, faça um círculo em volta dos embriões com óleo mineral, 

utilizando uma pipetinha (para o embrião não se mover). Marcar o local dos 

embriões com um círculo (no verso da lâmina) para facilitar a localização dos 

mesmos. Cobrir com lamínula e visualizar no microscópio de fluorescência.  

 

 

Obs.: Para manter a fluorescência por um maior período, adicionar uma gotinha de 

ProLong®Gold (Molecular Probes, Eugene, OR) durante a montagem das lâminas 

e lamínulas. Pode deixar em geladeira, protegido da luz, por até 5 dias.  

 

 FILTROS 

 

 VERMELHO (450 nm) – visualização do núcleo em coloração verde (corante 

FITC), que são as células túnel positivas: com DNA fragmentado. 

 AZUL (365 nm) – visualização do núcleo com coloração azul (corante 

Hoeschst), que marca todo o material genético. 

 

OBSERVAÇÃO: A Contagem das células é realizada na AMOSTRA. Sob o filtro 

Azul, contam-se todas as células coradas em azul (total de células) e com o filtro Verde, 

contam-se as células lesadas (cor verde). Os controles negativo e positivo apenas indicam o 

funcionamento e intensidade dos corantes. Basear na fluorescência do negativo para depois 

analisar o positivo e as amostras. 


