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RESUMO 

O objetivo foi avaliar diferentes doses do etossulfato de fenazina (PES) durante a 

maturação in vitro de oócitos bovinos e suas consequências até o descongelamento nos 

embriões vitrificados. As concentrações 0; 0,16; 0,4 e 1,0 µM foram avaliadas sobre as 

taxas de produção de embriões, de eclosão e de expansão, conteúdo lipídico e 

características morfológicas. Oócitos de frigorífico (n=2.232) foram maturados durante 

24 horas, parte foi submetido a análise de fluorescência, os demais foram cultivados até 

D7, destes os embriões grau I foram vitrificados, posteriormente aquecidos e cultivados 

por 48 horas. Um mínimo de 550 CCOs por tratamento foram maturados em 13 réplicas 

resultando em 400 embriões vitrificados. Os dados foram analisados pelo pacote 

estatístico SAS®. A taxa de embriões produzidos para o Controle (C=41,5 ± 1,8, n=237) 

foi maior (P <0,01) em relação ao PES0,16 (32,5 ±1,7, n=182) e PES1 (32,6 ±1,7, n=186), 

mas não diferiu do PES0,4 (35,6 ±1,7% n=210). Os grupos tratados não diferiram entre 

si. A taxa de eclosão (P =0,10) tendeu a ser maior para o PES1 (34,3 ±5,6, n=32) e o 

PES0,4 (32,4 ±5,6, n=38) em relação ao Controle (27,2 ± 5,7, n=13) e PES0,16 (22,4 

±5,8, n=17). A taxa de expansão ao fim de 48 horas de cultivo foi igual (P <0,05) para o 

Controle (27,1± 5,2, n=20), PES0,16 (24,3 ± 5,6, n=20) e PES1 (10,3 ± 2,0, n=12). Sendo 

que os grupos PES0,4 (17,7 ± 3,5, n=10) e PES1 não diferiram entre si. Maior proporção 

de oócitos do PES1 (P <0,01) atingiram estágios avançados de meiose (>90%) do que o 

Controle (50%). Não houve efeito de tratamento sobre a quantidade de células apoptóticas 

ou da MCI. No D9 houve aumento de células apoptóticas (P <0,01) e redução do número 

de células totais (P <0,01) e da MCI (P <0,01) nos blastocistos. A concentração de lipídios 

(triglicerídeos, fosfolipídios e colesterol) nos oócitos foi menor (P <0,01) nos grupos 

tratados em relação ao Controle. Os triglicerídeos do PES1 e PES0,4 não diferiram do 

Controle durante o cultivo; no PES0,16 foram maiores (P=0,01) do que o Controle. As 

concentrações de fosfolipídios e colesterol do PES0,4 e PES0,16 foram maiores (P <0,01) 

do que no Controle e PES1. Os blastocistos que sobreviveram e eclodiram após 48 horas 

do descongelamento foram 77% do PES0,4, 72% do PES1, contra 44% para o PES0,16 e 

25% para o Controle indicando que houve efeito positivo do tratamento. A concentração 

de lipídeos foi diminuída pelo PES nos oócitos, mas aparentemente houve um efeito 

compensatório na fase de cultivo, portanto o PES usado somente durante a MIV pode 

levar a aumento de lipídeos nos embriões.  

Palavras-chave:  PES.  MIV.  Embriões bovinos.  Vitrificação.  Aquecimento. 

 

 

 

  



 
 

ABSTRACT 

 

The objective was to evaluate different doses of phenazine ethosulfate (PES) during in 

vitro maturation of bovine oocytes and their consequences until thawing in vitrified 

embryos. The concentrations 0; 0.16; 0.4 and 1.0 µM were evaluated on embryo 

production, hatching and expansion rates, lipid content and morphological characteristics. 

Refrigerator oocytes (n = 2,232) were matured for 24 hours, part was subjected to 

fluorescence analysis, the others were cultured to D7, of which the grade I embryos were 

vitrified, then heated and cultured for 48 hours. A minimum of 550 CCOs per treatment 

were matured in 13 replicates resulting in 400 vitrified embryos. Data were analyzed by 

SAS® statistical package. The rate of embryos produced for the Control (C = 41.5 ± 1.8, 

n = 237) was higher (P <0.01) compared to PES0.16 (32.5 ± 1.7, n = 182). ) and PES1 

(32.6 ± 1.7, n = 186), but did not differ from PES0.4 (35.6 ± 1.7% n = 210). The treated 

groups did not differ from each other. The hatching rate (P = 0.10) tended to be higher 

for PES1 (34.3 ± 5.6, n = 32) and PES0.4 (32.4 ± 5.6, n = 38) in Control (27.2 ± 5.7, n = 

13) and PES0.16 (22.4 ± 5.8, n = 17). The expansion rate after 48 hours of cultivation 

was the same (P <0.05) for the Control (27.1 ± 5.2, n = 20), PES0.16 (24.3 ± 5.6, n = 20) 

and PES1 (10.3 ± 2.0, n = 12). The groups PES0,4 (17,7 ± 3,5, n = 10) and PES1 did not 

differ from each other. Higher proportion of PES1 oocytes (P <0.01) reached advanced 

meiosis stages (> 90%) than Control (50%). There was no treatment effect on the amount 

of apoptotic cells or MCI. In D9 there was an increase in apoptotic cells (P <0.01) and a 

reduction in the number of total cells (P <0.01) and MCI (P <0.01) in blastocysts. Lipid 

concentration (triglycerides, phospholipids and cholesterol) in oocytes was lower (P 

<0.01) in treated groups compared to Control. PES1 and PES0.4 triglycerides did not 

differ from Control during cultivation; in PES0.16 were higher (P = 0.01) than Control. 

The phospholipid and cholesterol concentrations of PES0.4 and PES0.16 were higher (P 

<0.01) than in Control and PES1. Blastocysts that survived and hatched 48 hours after 

thawing were 77% of PES0.4, 72% of PES1, versus 44% of PES0.16 and 25% of Control 

indicating a positive treatment effect. Lipid concentration was decreased by PES in 

oocytes, but apparently there was a compensatory effect in the culture phase, so PES used 

only during IVM may lead to lipid increase in embryos. 

 

Keywords:  PES.  MIV.  Bovine embryos.  Vitrification.  Heating. 

 

 

 

  



 
 

RESUMO INTERPRETATIVO E GRÁFICO 

Elaborado por Pâmella Alves Correia e orientado por José Camisão de Souza e Jasmin. 

Há uma demanda mundial por eficiência, e com a produção de alimentos essa necessidade 

se intensifica. Alimentar o mundo é um grande desafio, um dos caminhos para esse 

desenvolvimento é o investimento em melhoramento genético. A produção de embriões in vitro 

(PIV) é uma técnica muito interessante nesse sentido, capaz de armazenar material genético por 

tempo indeterminado e melhorar a logística de transporte de embriões, mas que ainda não 

apresenta resultados satisfatórios e é alvo de muitos estudos. Pois imitar tudo que se passa dentro 

do organismo animal não é tarefa fácil, a PIV é uma realidade comercialmente hoje, mesmo assim 

os embriões produzidos têm várias diferenças daqueles originados in vivo. Uma dessas alterações 

é o acumulo de lipídeos no embriões PIV, o que não ocorre nos gerados no animal. Sendo uma 

das causas da baixa sobrevivência desses embriões ao congelamento. Testou-se o fármaco 

etossulfato de fenazina (PES), para verificar se ele era capaz de reduzir as gotas lipídicas e 

melhorar a crioresistência dos embriões. Todas as doses testadas do fármaco reduziram as gotas 

lipídicas no início do desenvolvimento do zigoto, mas isso não se manteve no embrião 

criopreservado. A dose de 0,4 µM não prejudicou a produção de embriões e teve resultados 

interessantes quanto à viabilidade embrionária após o congelamento. O PES não teve efeitos 

deletérios na qualidade do embrião produzido, induziu a maturação nuclear e reduziu a 

concentração de lipídeos nos oócitos, mas isso não se manteve nas demais fases do 

desenvolvimento embrionário, portanto o fato de diminuir gota lipídica não foi o mais 

determinante para a criotolerância neste estudo. 
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FIGURA 9 - Distribuição citoplasmática das gotas lipídicas entre os embriões bovinos no D7 e 

D9 corados com Nile Red. Elas se concentravam na região da MCI (MCI), distribuída em volta 

das células dos blastocisto (pericelular) ou dispersa por todo o citoplasma (G). Efeito de dia: 

P<0,0001. .................................................................................................................................... 56 
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1. INTRODUÇÃO 

Atualmente, o aumento de produção na pecuária visa não só a expansão do número 

de animais, mas, principalmente, o aumento de sua eficiência (MILAZZOTTO et al., 

2008). O Brasil está situado no cenário mundial como usuário e fornecedor de genética 

bovina (PELLEGRINO et al., 2013), e a produção de embriões é responsável por boa 

parte desse fornecimento. Na produção in vitro (PIV) os embriões passam por eventos 

importantes como maturação, fertilização, clivagem, reprogramação epigenética, 

compactação, diferenciação, blastulação, expansão, eclosão, alongamento e implantação 

para o desenvolvimento adequado e o estabelecimento da prenhez (DEAN et al., 2003; 

JIANG et al., 2014; SUDANO et al., 2016). Além de aumentar o número de 

produtos/vaca/ano, em média, de uma cria/semana/doadora, a PIV permite a utilização de 

animais de diferentes idades e estágios fisiológicos como doadoras de oócitos 

(SPRÍCIGO et al., 2015; SENA-NETTO et al., 2016). 

Um rigoroso controle de qualidade durante todas as etapas da PIV é necessário para 

produzir um embrião de qualidade e criopreservável, sendo este o maior obstáculo para 

maior disseminação do uso de embriões bovinos PIV, devido à sua sensibilidade à 

criopreservação (LEIBO e LOSKUTOFF, 1993; SUDANO et al., 2010; SUDANO et al., 

2013). Dentre as técnicas de criopreservação, a vitrificação possibilita aos meios de 

criopreservação passagem direta do estado líquido para o estado vitrificado sem haver 

cristalização do meio, prevenindo assim danos causados pelo frio, e evitando a formação 

de cristais de gelo (SUDANO et al., 2010), o que a torna uma opção muito interessante e 

prática comercialmente. 

Para a PIV de embriões, os oócitos são retirados do ambiente natural e submetidos 

a condições distintas do fisiológico, o que ocasiona estresse oxidativo (WANG et al., 

2002), alterações mitocondriais, apoptose exacerbada, bloqueio da meiose oocitária e do 

desenvolvimento embrionário (AGARWAL et al., 2005; CROCOMO et al., 2012). Esses 

eventos alteram o metabolismo normal do embrião e dificultam ainda mais uma boa 

resposta ao processo de vitrificação. 

Diversos estudos confirmam a presença de conteúdo lipídico significativamente 

maior em embriões PIV em comparação com aqueles derivados do desenvolvimento in 

vivo (ABE et al. 2002; ABE e HOSHI 2003; BARCELÓS-FIMBRES e SEIDEL Jr, 

2007b; SUDANO et al., 2011; PRASTOWO et al., 2016). Esses estudos relacionaram a 

menor qualidade e alta sensibilidade à criopreservação dos embriões provenientes da PIV, 

comparados aos produzidos in vivo, com características como citoplasma muito elétron-

denso, crescimento lento, metabolismo excessivo de substratos energéticos e 

sensibilidade térmica (SUDANO et al., 2011; LEÃO et al., 2012). Além disso, seu 

excessivo conteúdo lipídico também é um fator determinante (SEIDEL Jr, 2006; 

HORVATH et al., 2006; PEREIRA et al., 2007; LEÃO et al., 2012), o que reduz as taxas 

de concepção em relação aos embriões produzidos in vivo (SUDANO et al., 2010; 

SUDANO et al., 2011).  

Os lipídios são biomoléculas essenciais das células, compõem a membrana 

plasmática bem como as membranas de várias organelas. Eles estão envolvidos na 

transdução de sinal como mediadores lipídicos, incluindo fosfatidilinositóis, 



17 
 

esfingolipídios e eicosanoides (DI PAOLO e CAMILLI, 2006). Ainda, desempenham 

funções importantes em uma série de processos biológicos chave, incluindo proliferação 

celular, migração, diferenciação, quimiotaxia, pinocitose, sobrevivência e alterações 

metabólicas (KATSO et al., 2001; CANTLEY et al., 2002; SUDANO et al., 2016). 

Existem evidências de que pelo menos quatro classes de lipídios afetam a sobrevivência 

após a criopreservação, são eles: os triglicerídeos, ácidos graxos livres, colesterol e os 

fosfolipídios (GHANEM et al., 2014). Estes podem influenciar negativamente a 

sobrevivência embrionária nos processos de criopreservação (MUCCI et al., 2006; LIMA 

et al., 2015).  

Um possível mecanismo para a redução da criotolerância dos embriões PIV é a 

peroxidação dos lipídios poli-insaturados contidos nestes embriões (SEIDEL Jr, 2006) 

aumentando a produção de radicais livres, que pode ser acentuada pelo processo de 

criopreservação (BEITZ, 1996; SUDANO et al., 2010). Dessa forma, o excesso de 

lipídios nos embriões aumentaria a produção de radicais livres e acentuaria o processo de 

morte embrionária (BARCELÓ-FIMBRES e SEIDEL Jr, 2007b; LIMA et al., 2015). 

Ainda, embriões que metabolizam grande quantidade de glicose comprometem sua 

capacidade de desenvolvimento. A disponibilidade de uma pequena quantidade de glicose 

é destinada para a via pentose-fosfato (PPP), fornecendo a ribose-5-fosfato, que será 

utilizada na síntese de ácidos nucleicos, e a nicotinamida-adenina-dinucleotídeo reduzida 

(NADPH), que atua na síntese das membranas celulares, além de atuar como antioxidante 

(BEITZ, 1996; NELSON e COX, 2011). Nos embriões PIV, a estimulação excessiva da 

glicólise pode aumentar os precursores da síntese proteica e de lipídios, o que favorece a 

formação de lipídios intracitoplasmáticos juntamente com o desequilíbrio do estado de 

redução-oxidação desses embriões, acarretando no distúrbio da função mitocondrial, o 

que resulta no acúmulo lipídico (DE LA TORRE-SANCHEZ et al., 2006a; BARCELÓ-

FIMBRES e SEIDEL Jr, 2007; DIAS et al., 2016). 

A disfunção mitocondrial é a alteração da capacidade das mitocôndrias produzirem 

ATP suficiente para atender as exigências das células. As mitocôndrias geram espécies 

reativas de oxigênio (EROS) como subproduto tóxico em resposta à fosforilação 

oxidativa. As EROS incluem superóxido, hidróxido e peróxido, os quais são altamente 

reativos e podem causar danos às organelas, lipídios, proteínas e DNA, danos definidos 

como estresse oxidativo. Entretanto, EROS possuem funções celulares como vias de 

sinalização, regulação de cálcio, apoptose, translocação de mitocôndrias e metabolismo. 

A falha em qualquer uma dessas funções acarreta algum tipo de distúrbio (BRAND e 

NICHOLLS, 2011) que nos embriões PIV resulta no acúmulo lipídico (DIAS et al., 2016), 

já citado. 

A alteração do perfil lipídico da membrana é observada no estágio de 8 a 16 células 

e pode estar relacionado à aquisição de moléculas reguladoras do metabolismo da 

gordura, após ativação do genoma embrionário, que resulta em diferenças no perfil 

lipídico na mórula e no blastocisto devido à remodelação e especialização da membrana 

lipídica (SUDANO et al., 2016). Baseado nessa característica fisiológica trabalhos que 

tentam modular o metabolismo lipídico no embrião têm focado em alterações no cultivo 

in vitro (CIV) a partir dessa fase, em que ocorre maior metabolismo e consequentemente 

formação de gotículas lipídicas. Mas, estudos recentes demonstram que o acúmulo 
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lipídico começa desde a retirada do oócito do seu ambiente de origem (DEL COLLADO 

et al., 2013; DEL COLLADO et al., 2017), e impactam a qualidade embrionária. 

Foi demonstrado que em algumas espécies, como a bovina e a murina, esse acúmulo 

acontece durante a maturação in vitro (MIV) quando há exposição dos gametas a 

ambientes não fisiológicos (YANG et al., 2012; DEL COLLADO et al., 2015; DEL 

COLLADO et al., 2017). Mudanças notáveis em numerosas classes lipídicas também 

foram observadas em oócitos imaturos e embriões pré-implantação, independente dos 

meios de cultura (SUDANO et al., 2016). E ainda, observou-se aumento do conteúdo 

lipídico nos embriões PIV quando comparado aos in vivo, cogitando que isto pode ter 

acontecido em consequência do acúmulo que acontece durante a MIV (DEL COLLADO 

et al., 2015; DEL COLLADO et al., 2017). 

O uso de substâncias delipidantes na maturação e meios de cultura in vitro tem sido 

amplamente abordado, com o intuito de diminuir o conteúdo lipídico em oócitos e 

embriões (DIAS et al., 2017). Dentre os moduladores do metabolismo lipídico, o 

etossulfato de fenazina (PES) tem se mostrado eficiente em melhorar a qualidade 

embrionária (GAJDA et al., 2008), reduzir o acúmulo lipídico no período pós-

compactação (DE LA TORRE-SANCHEZ et al., 2006a; DE LA TORRE-SANCHEZ et 

al. 2006b; BARCELÓ-FIMBRES e SEIDEL Jr et al., 2007b) e aumentar a 

criosobrevivência em embriões (BARCELÓ-FIMBRES e SEIDEL Jr et al., 2007a; 

SUDANO et al., 2010; GHANEM et al., 2014; VAQUERO et al., 2015). Além de 

favorecer reações enzimáticas da via PPP (DE LA TORRE-SANCHEZ et al., 2006a; 

BARCELÓ-FIMBRES e SEIDEL Jr, 2007a; SUDANO et al., 2011; DIAS et al., 2016). 

Sendo assim, vários estudos estão sendo realizados com o intuito de melhorar a 

resistência dos embriões PIV ao processo de criopreservação. A redução ou remoção do 

soro fetal bovino (SFB) do meio de cultivo, a adição de substâncias químicas para alterar 

o metabolismo lipídico, uma remoção mecânica ou a modulação da composição lipídica 

da membrana têm sido descritos como algumas alternativas para a melhoria da 

sobrevivência do embrião após a criopreservação (SUDANO et al., 2013; DIAS et al., 

2017). 

Contudo, até o momento, a maioria dos trabalhos realizados com o PES, na tentativa 

de diminuir o acúmulo lipídico focaram na fase de cultivo in vitro. Apenas Downs et al. 

(1998) usou o PES na MIV para avaliar o envolvimento da via das pentoses na indução 

meiótica de oócitos de camundongos, se limitando à avaliação do rompimento da vesícula 

germinativa e o conteúdo de substrato energético resultante. Como estudos atuais 

demonstram que o acúmulo lipídico começa desde a fase de maturação (DEL COLLADO 

et al., 2015; DEL COLLADO et al., 2017) e isso afeta a qualidade embrionária, propõe-

se que o PES também atua de forma eficiente na fase de desenvolvimento oocitário, 

melhorando a eclosão embrionária após descongelamento. 

 

2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1. Acúmulo lipídico na produção in vitro de embriões 

Estudos demonstraram que, enquanto a origem in vivo ou in vitro de oócitos é o 

principal fator que determina a taxa de desenvolvimento embrionário (RIZOS et al., 
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2002), o ambiente de cultura é conhecido por ser o fator mais importante na determinação 

da qualidade dos embriões resultantes (RIZOS et al., 2002; RIZOS et al., 2003). Dentre 

os fatores capazes de afetar a qualidade embrionária em oócitos e embriões de 

mamíferos, o conteúdo lipídico intracelular afeta a qualidade do embrião, o potencial 

de desenvolvimento e a criotolerância (NAGANO et al., 2006; GAD et al., 2012). 

A resposta do embrião ao estresse foi descrita como “teoria do embrião tranquilo”, 

que é definida como o estado metabólico normal durante o desenvolvimento embrionário 

inicial. Uma taxa metabólica baixa é um preditivo de viabilidade de embriões PIV e está 

relacionada com o desenvolvimento do blastocisto, semelhante ao observado em 

embriões in vivo, que naturalmente são “tranquilos” (LEESE, 2012; DIAS et al., 2016). 

Estudos em embriões bovinos pré-implantação demonstraram que quanto mais silencioso 

o metabolismo embrionário, os embriões se tornam menos susceptíveis a danos 

estruturais e funcionais (LEESE, 2012). Ao contrário, quando o metabolismo é mais 

acentuado, maior o nível de danos e maior utilização de energia, visando à reparação dos 

mesmos (BAUMANN et al., 2007).  

Mas sabe-se que os embriões PIV exibem desenvolvimento acelerado, diâmetro 

menor a partir da fase de blastocisto, anormalidades mitocondriais (CROSIER et al., 

2001) como cristas periféricas e formato circular (FAIR et al., 1997), redução na 

quantidade de microvilosidades que recobrem a membrana plasmática e das junções 

GAP, diminuindo o contato entre as células do trofoblasto (BONI et al., 1999), diferenças 

metabólicas (KHURANA e NIEMANN, 2000; LIMA et al., 2015) e maior quantidade de 

lipídios do que os produzidos in vivo (PEREIRA et al., 2007; LEÃO et al., 2012). 

As gotículas lipídicas são os locais onde os lipídios são armazenados e, no caso dos 

embriões bovinos, os triglicerídeos são os lipídeos mais abundantes no oócito e embrião 

(FERGUSON e LEESE, 1999). Eles são os componentes majoritários do núcleo da gota 

lipídica citoplasmática nestas células. Os triglicerídeos são formados na membrana 

microssomal do retículo endoplasmático (RE) de qualquer célula (MARCHESAN et al., 

2003) e são compostos por um glicerol que tem esterificados seus três grupos hidroxilas 

por três ácidos graxos, saturados ou insaturados (DEL COLLADO et al., 2013). Os 

triglicerídeos correspondem a 50% da massa lipídica total em embriões produzidos in 

vivo. No entanto, essa proporção pode alcançar até 88% da massa de lipídeos em embriões 

PIV (PEREIRA et al., 2008; LEÃO et al., 2012). 

Conforme exigido pelo corpo, esses lipídios armazenados são usados para produzir 

energia, como componentes de membrana e na sinalização lipídica (SOUZA et al., 2015). 

Como o caminho mais importante para a produção de ATP ocorre nas mitocôndrias pelo 

ciclo de Krebs e da fosforilação oxidativa, qualquer dano a essa organela pode resultar 

em mudanças no metabolismo lipídico geral (STURMEY et al., 2009; SUDANO et al., 

2016). Assim desorganizando um processo que é essencial para o desenvolvimento 

homeostático dos embriões.  

Existem três teorias que explicariam a biossíntese das gotas lipídicas (WALTHER 

e FARESE et al., 2009); a primeira é aquela na qual os lipídeos neutros (triglicerídeos e 

ésteres) são sintetizados entre as duas camadas da membrana retículo-endoplasmática, 

aumentando gradualmente em forma globular, e exteriorizando-se rodeados pela 

membrana exterior do RE como uma gota lipídica independente. Um segundo modelo é 
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aquele no qual a gota é formada por ambas camadas da membrana do RE. No último 

modelo, a gota é formada dentro de pequenas vesículas da bicamada que se mantém presa 

ao RE até serem transportadas do RE à gota lipídica para completar a formação da mesma 

(revisado por DEL COLLADO et al., 2013). 

O tempo entre a ovulação e o implante embrionário afeta a quantidade de lipídios 

que podem ser armazenados em um embrião, pois quanto maior esse período, maior pode 

ser o acúmulo de lipídios (SUDANO et al., 2012; DIAS et al., 2017). Durante o 

desenvolvimento embrionário pré-implantacional, o excesso de lipídios pode ser 

sequestrado na célula e usado pelas mitocôndrias para aumentar a produção de ATP 

necessária para a compactação e a formação do blastocisto (TARAZONA et al., 2006; 

GAD et al., 2012).  

Essas gotículas lipídicas possuem ainda função protetora na célula. Moléculas 

anfipáticas são abundantes nos ácidos graxos e comprometem a integridade da membrana, 

mas uma vez os ácidos graxos transformados em triglicerídeos, esses são incorporados 

nas gotículas, se tornando inertes e “inofensivos”. Esse fato explicaria o excesso de 

gotículas lipídicas em embriões bovinos PIV. Assim, as gotículas lipídicas atuam como 

transportadoras de ácidos graxos (SOUZA et al., 2015; DIAS et al., 2016).  

Os mecanismos de deposição lipídica nos embriões PIV ainda não estão bem 

esclarecidos. Estudos comprovaram que o meio de cultivo embrionário é um fator 

determinante na qualidade dos blastocistos (RIZOS et al., 2003; SUDANO et al., 2011), 

e que o aumento do número de gotas lipídicas citoplasmáticas pode ocorrer devido a 

anormalidades no metabolismo energético embrionário, incluindo o “Crabtree effect” – 

quando as células tendem a favorecer o metabolismo via glicólise, em vez da via de 

fosforilação oxidativa, muito mais eficiente, que é a preferência da maioria das outras 

células (DE LA TORRE-SANCHEZ et al., 2006a) - ou como resultado da suplementação 

do meio de cultivo com SFB (ABE et al., 2002; RIZOS et al., 2002; SUDANO et al., 

2011; SUDANO et al., 2013).  

Especulam-se alguns mecanismos que explicariam este acúmulo lipídico, dentre 

eles pode-se citar: as lipoproteínas contidas no SFB utilizado como fonte energética 

durante a PIV poderiam ser internalizadas pelas células embrionárias aumentando o 

conteúdo lipídico citoplasmático (ABE et al., 2004; ABE e HOSHI, 2003; DIEZ et al., 

2001; LIMA et al., 2015; SUDANO et al., 2010); a presença do soro alteraria a β-oxidação 

em função de uma disfunção mitocondrial, e os lipídios que deveriam ser utilizados como 

fonte energética ficam acumulados (CROSIER et al., 2001; ABE et al., 2002; LIMA et 

al., 2015); e o embrião seria induzido a realizar uma neossíntese de triglicerídeos em 

função da presença do soro (SUDANO et al., 2010).  

O uso do SFB, pelo fornecimento desregulado de lipídios, pode promover a 

incorporação de ácidos graxos saturados e colesterol na membrana embrionária. Esta 

ficará menos permeável e mais rígida, o que explica a baixa criotolerância do embrião 

PIV frente à criopreservação (BARCELÓ-FIMBRES e SEIDEL Jr, 2007b; SUDANO et 

al., 2010). Del Collado et al. (2015) observaram que a inadequada migração de gotículas 

lipídicas e mitocôndrias em meios suplementados com SFB também poderiam afetar as 

taxas de desenvolvimento.  
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A adição de SFB ao meio de cultura in vitro, além de resultar no acúmulo de lipídios 

(CROSIER et al. 2001; ABE et al. 2002; ABE e HOSHI 2003), resulta em menor 

atividade mitocondrial (CAGNONE e SIRARD 2014). Uma diminuição na densidade de 

mitocôndrias maduras quando comparados aos embriões in vivo ainda reforça a causa da 

menor criotolerância dos embriões PIV (CROSIER et al., 2001; FARIN et al., 2004; 

SENA-NETTO et al., 2016). O que poderia, por sua vez, prejudicar a oxidação dos ácidos 

graxos, ocasionando aumento na deposição de lipídios (RANKIN et al., 2009) devido à 

incapacidade das mitocôndrias de metabolizar gotículas lipídicas (PRASTOWO et al., 

2016).  

De forma geral, sabe-se que ambientes de cultura subótimos podem resultar em um 

declínio na criotolerância de blastocistos bovino devido a uma tríade de fatores negativos 

aos embriões: maior produção de EROS, disfunção mitocondrial e acúmulo de lipídeos 

(PRASTOWO et al., 2016). Estudos mostram que genes relativos ao metabolismo de 

lipídeos são mais expressos nos embriões in vivo que nos in vitro (GAD et al., 2012). Tais 

resultados sugerem que esses embriões podem ser incapazes de utilizar os lipídeos 

internos para a produção de ATP, o que poderia ser devido à insuficiente atividade 

mitocondrial. Isso explicaria outras diferenças morfológicas, como o citoplasma mais 

escuro observado nos embriões PIV (SENA-NETTO et al., 2016). 

Hoje, diversas pesquisas têm focado na relação entre o excesso de lipídeos na PIV 

e a criotolerância embrionária, seja em relação à função fisiológica dos lipídeos, ou 

quanto aos inconvenientes provocados pelo acúmulo exagerado dessas gotas lipídicas no 

citoplasma celular de oócitos e embriões mantidos in vitro (DEL COLLADO et al., 2013). 

2.2. Impactos do acúmulo lipídico na criopreservação 

O grande desafio para maior disseminação de embriões bovinos PIV é a resposta 

embrionária à sobrevivência após a criopreservação (SUDANO et al., 2013) que resulte 

em taxas de prenhez aceitáveis a partir de embriões criopreservados (MORATÓ et al., 

2010; LEÃO et al., 2012). Criopreservação nos permite o aproveitamento de receptoras 

com estro natural, transporte de embriões congelados de forma menos onerosa, a 

programação de nascimentos de acordo com o manejo de cada propriedade, possibilidade 

de armazenamento dos embriões enquanto se realiza teste de progênie, e ainda permite a 

criação de bancos de embriões de animais geneticamente superiores ou em risco de 

extinção (SERAPIÃO et al., 2005; SENA-NETTO et al., 2016).  

O uso da criopreservação em embriões mamíferos obteve seu primeiro relato de 

sobrevivência com Whittingham em 1971, utilizando embriões de camundongos. O 

primeiro nascimento de bezerro proveniente de embrião criopreservado foi em 1973 

(WILMUT e ROWSON, 1973). A criopreservação de embriões tem por objetivo a 

conservação do metabolismo celular em estado quiescente, restabelecido após um período 

de estocagem, retomando seu desenvolvimento normal. Isso é obtido através do 

armazenamento em baixas temperaturas, que induz a parada da atividade enzimática, do 

metabolismo e da respiração celular, possibilitando a conservação de células por tempo 

indeterminado (GORDON, 2003; SENA-NETTO et al., 2016).   

Submeter oócitos e embriões a temperaturas abaixo de zero é um processo que 

transcende a capacidade fisiológica da célula. Logo, o mecanismo de defesa para 
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sobreviver nessas condições é limitado e necessita de apoio externo (VAJTA e NAGY, 

2006). Desta forma, a capacidade de sobrevivência do material biológico ao processo de 

criopreservação depende de sua tolerância aos agentes crioprotetores, desidratação, 

resfriamento e redescongelamento (SANTOS et al., 2008). A tentativa de melhorar as 

taxas de sobrevivência de embriões PIV são limitadas a experimentos que modificam os 

métodos de criopreservação ou modificam os sistemas de cultivo para tornar os embriões 

mais criotolerantes (SENA-NETTO et al., 2016).  

Quanto ao estágio de desenvolvimento embrionário, a fase de blastocisto é 

preferencial para a criopreservação de embriões bovinos. Principalmente devido a maior 

proporção núcleo-citoplasma e o maior número de células, neste caso se houver lesão em 

alguma célula ainda assim há recuperação embrionária (MENEZO, 2004). Blastocistos e 

blastocistos expandidos vitrificados apresentam melhores taxas de eclosão do que quando 

vitrificado na fase de blastocistos iniciais (VAJTA et al., 1996; LIMA et al., 2015). 

A baixa tolerância do embrião PIV à criopreservação (RIZOS et al., 2002; ABE et 

al., 2002; MUCCI et al., 2006; BARCELÓ-FIMBRES e SEIDEL Jr, 2007b; SUDANO 

et al., 2010) é frequentemente associada ao aumento da acumulação lipídica 

citoplasmática em comparação com os embriões derivados in vivo (PRASTOWO et al., 

2016). Há evidências de que pelo menos quatro classes de lipídios afetam a sobrevivência 

embrionária após a criopreservação: triglicerídeos, ácidos graxos livres, colesterol e 

fosfolipídios (SUDANO et al., 2013; SUDANO et al., 2016; DIAS et al., 2017). No 

entanto, os exatos mecanismos que causam a redução da criotolerância devido ao acúmulo 

acentuado de lipídios não estão esclarecidos. Sugere-se que os principais motivos sejam 

as alterações na fluidez e função da membrana plasmática que ocasionam complicações 

relacionadas à permeabilidade celular aos crioprotetores; o isolamento térmico 

promovido pelos lipídios contra as baixas temperaturas que acabam interferindo na 

velocidade de perda do calor durante o processo de criopreservação (KIM et al., 2001; 

SUDANO et al., 2012); ou que a peroxidação dos lipídios produza radicais livres 

acentuando o processo de morte embrionária (BARCELÓ-FIMBRES e SEIDEL Jr, 

2007b; LIMA et al., 2015). 

Foi demonstrado que a peroxidação dos lipídios é aumentada pelo processo de 

criopreservação (SEIDEL Jr., 2006), o que gera aumento dos radicais livres advindos da 

deterioração de lipídios poli-insaturados (BEITZ, 1996). Assim, o aumento de gotículas 

lipídicas nos embriões pode exacerbar a produção de radicais livres estimulando o 

processo de morte embrionária (BARCELÓ-FIMBRES e SEIDEL Jr, 2007a; SENA-

NETTO et al., 2016). 

Ademais, os ácidos graxos livres liberados da lipólise das gotas também podem 

passar a compor a membrana plasmática, provocando seu endurecimento. A fluidez da 

membrana determina a intensidade da lesão a ser causada na mesma durante o 

congelamento do embrião (DOMINGUES et al., 2014). Foi demonstrado que células com 

membranas plasmáticas mais flexíveis e mais permeáveis sofrem menos danos (SEIDEL 

Jr, 2006). Nessa situação o estresse osmótico (ZERON et al., 2001) é o principal 

responsável pela desregulação da porção lipídica da membrana citoplasmática (LEÃO et 

al., 2012), o que explicaria mais uma vez a susceptibilidade dos embriões às técnicas de 

criopreservação (GÓMEZ et al., 2008; DEL COLLADO et al., 2013).  
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As modificações nos lipídeos de células submetidas a temperaturas de congelação 

estão entre os principais danos celulares, devido a movimentação de água e crioprotetores, 

nesse processo (AL DARWICH et al., 2010). Quando há a redução da temperatura, há 

uma transição entre a fase líquida para a fase de gel, que pode alterar de forma irreversível 

a integridade de algumas regiões da membrana, o que causaria a morte celular 

(HORVATH et al., 2006). Esse fato é dependente da composição lipídica da membrana 

celular. Portanto, tanto a composição quanto o conteúdo de lipídeos das células e/ou da 

membrana plasmática são importantes e devem ser analisados quando se busca melhorar 

a crioresistência (SEIDEL Jr, 2006; LEÃO et al., 2012).  

Há duas maneiras de melhorar a sobrevivência embrionária após a criopreservação 

(SEIDEL Jr, 2006). Por modificações na técnica de criopreservação, por exemplo, 

variando a concentração e o tipo do crioprotetor, estudando diferentes tempos e 

temperaturas dos procedimentos de criopreservação, e usando aditivos como açúcares e 

surfactantes, que geralmente melhoram os resultados, mas são limitadas e insuficientes 

para melhorar as taxas de sobrevivência ao descongelamento. O que nos leva para a 

segunda opção, alterações na composição dos meios de cultivo embrionário de embriões 

PIV para que se desenvolvam sem exacerbado acúmulo lipídico intracelular e resultem 

em embrião mais resistente à criopreservação (LEIBO e LOSKUTOFF, 1993; SEIDEL 

Jr, 2006; SUDANO et al., 2011; SENA-NETTO et al., 2016). 

2.3. Maturação oocitária in vitro e o acúmulo lipídico 

Durante todo o seu desenvolvimento ovariano, o oócito se encontra no estágio 

diplóteno da prófase I, o reinício da meiose, ou maturação, tem início após o pico pré-

ovulatório de LH durante o estro. A retirada do oócito do contato com as células 

foliculares, é suficiente para dar início ao processo de maturação nuclear (GONÇALVES 

et al., 2007; PENITENTE-FILHO et al., 2014). Em bovinos, são necessárias de 20 a 24 

horas para a maturação nuclear ser finalizada, processo caracterizado pela passagem do 

estágio de diplóteno da prófase I da primeira divisão meiótica para o estágio de metáfase 

II (PELLEGRINO et al., 2013). Nos sistemas habituais de produção in vitro, 80% dos 

oócitos imaturos completam a metáfase II da meiose II (DOMINKO e FIRST, 1997). No 

entanto, só aproximadamente 40% dos oócitos fertilizados alcançam o estágio de 

blastocisto (WARD et al., 2002; SIRARD et al., 2006; LIMA et al., 2015). 

A maturação é composta pela maturação nuclear, citoplasmática e molecular. 

Durante a maturação, os oócitos passam por várias alterações nucleares e citoplasmáticas. 

Os eventos nucleares incluem: a quebra da vesícula germinativa, o desaparecimento do 

nucléolo, a condensação da cromatina, a extrusão do primeiro corpúsculo polar, a 

formação do segundo fuso meiótico (MEINECKE et al., 2001; LIMA et al., 2015) e a 

segregação cromossômica (FERREIRA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2014). 

A maturação citoplasmática envolve síntese de proteínas (SIRARD et al., 1998), 

modificações moleculares (KUBELKA et al., 2000), redistribuição das organelas 

intracelulares (STOJKOVIC et al., 2001), maturação dos mecanismos de liberação do 

Ca2+ (WANG et al., 2003) e dinâmica dos filamentos do citoesqueleto (LIMA et al., 

2015). Os filamentos do citoesqueleto movimentam as organelas citoplasmáticas e atuam 
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na segregação cromossômica (FERREIRA et al., 2008). O citoplasma também sofre 

alterações na modulação da síntese de proteínas e reorganização de organelas 

citoplasmáticas, como redução do tamanho do Complexo de Golgi, aumento gradativo de 

lipídeos, compactação do nucléolo e alinhamento dos grânulos corticais próximos à 

membrana do oócito (FERREIRA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2014).  

Outro aspecto a ser considerado na MIV, é o fato de que os oócitos que se 

encontram em diferentes fases da oogênese após serem retirados do ambiente folicular, 

iniciam o processo de reativação da meiose (PINGUS et al., 1935). Isso faz com que 

alguns oócitos alcancem a metáfase II prematuramente, isto é, sem que seja acompanhada 

pela maturação citoplasmática (DEL COLLADO et al., 2013).  A falta de sincronia entre 

a maturação citoplasmática e nuclear dos oócitos é apontada como causa importante da 

baixa viabilidade dos embriões resultantes (DURANTHON et al., 2001) que, 

consequentemente, são menos criotolerantes.  

Durante a seleção dos oócitos, após a aspiração folicular, é difícil identificar oócitos 

com maior ou menor competência, pois a maturação nuclear in vitro ocorre de forma 

assíncrona em relação à maturação citoplasmática (SIRARD et al., 1998; GONÇALVES 

et al., 2015). Quando o oócito atinge o estágio de metáfase II de forma síncrona, as 

mitocôndrias, juntamente com gotas lipídicas, assumem posição central na célula 

(HYTTEL et al., 1997; FERREIRA et al., 2008), o que nem sempre acontece durante a 

MIV, podendo indicar um dos problemas não só para a maturação oocitária, mas também 

para o desenvolvimento embrionário, pois essa distância física entre as organelas 

provavelmente provoca deficiência na β-oxidação (DEL COLLADO et al., 2013). 

A mitocôndria tem papel de extrema importância, já que é um componente-chave 

da maquinaria metabólica, responsável por fornecer a energia a ser consumida no 

processo de maturação (KRISHER e BAVISTER, 1998; STOJKOVIC et al., 2001). O 

movimento de mitocôndrias para áreas de grande consumo de energia é crucial para o 

oócito e para os blastômeros do embrião durante períodos críticos do ciclo celular. De 

acordo com estudos prévios, durante a maturação, as mitocôndrias sintetizam o ATP 

necessário para a síntese de proteínas que darão suporte à conclusão dos processos de 

maturação e desenvolvimento embrionário subsequente (KRISHER e BAVISTER, 1998; 

STOJKOVIC et al., 2001; FERREIRA et al., 2008). 

Durante a maturação oocitária e o desenvolvimento precoce do embrião, vários 

fatores de estresse ambiental, como o estresse oxidativo, podem prejudicar a integridade 

e a atividade mitocondrial, resultando em apoptose ou desenvolvimento embrionário 

anormal (GAD et al., 2012; LEROY et al., 2005). Estudos mostram que o número de 

mitocôndrias presentes no citoplasma do oócito varia de acordo com o estágio de 

desenvolvimento em que este se encontra. Oócitos primários contêm aproximadamente 

6.000 mitocôndrias, e esse número aumenta para mais de 100.000, durante a maturação 

citoplasmática (FERREIRA et al., 2008). 

Não há formação de novas organelas até a fase de blastocisto (EBERT et al., 1988), 

as mitocôndrias oocitárias são responsáveis pelo aporte energético do embrião até essa 

fase (VAN BLERKOM, 2011). Por isso é de extrema importância que durante a MIV 

ocorra a redistribuição mitocondrial e lipídica adequadamente. O que compreende, além 
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da migração síncrona das organelas, uma quantidade equilibrada das mesmas (DEL 

COLLADO et al., 2013).  

Durante a pré-maturação e maturação in vivo, há um acúmulo fisiológico de lipídios 

no oócito (FAIR et al., 2003; LEROY et al., 2005). Pode haver grande variação na 

quantidade de gotículas lipídicas entre os diferentes oócitos coletados de um mesmo 

ovário. Acredita-se que a partir do momento em que os oócitos perdem a ligação com as 

células foliculares passam a utilizar uma fonte de energia intracelular para produção de 

ATP necessário para a síntese proteica, retomada da meiose e maturação citoplasmática 

(KIM et al., 2001; FERGUSON e LEESE, 1999; LIMA et al., 2015). Este fato reforça a 

ideia de que os oócitos tendem a acumular reserva lipídica durante a pré-maturação 

(AARDEMA et al., 2008; LIMA et al., 2015). 

Em bovinos, embora estudos mais antigos mostrassem diminuição dos 

triglicerídeos citoplasmáticos no decorrer da MIV (FERGUSSON e LEESE, 1999; KIM 

et al., 2001), a espectrometria de massas provou que há aumento desses lipídeos nos 

oócitos durante a MIV (FERREIRA et al.,2009; DEL COLLADO et al., 2017b; DEL 

COLLADO e al., 2013). A ausência do acúmulo lipídico nos oócitos maturados in vivo 

poderia ser explicada pela possível síntese de lipídeos concomitante a sua metabolização 

na via de β-oxidação. Há trabalhos que demonstram que somente oócitos maturados in 

vivo mostraram correlação entre quantidade lipídica e mitocôndrias ativas, isso pode 

indicar adequada β-oxidação celular nesses oócitos e deficiência nos oócitos maturados 

in vitro (DEL COLLADO et al., 2013). Deve-se considerar que mesmo o oócito tendo 

uma capacidade adaptativa aos compostos EROS (FERREIRA et al., 2009) excessiva β-

oxidação produziria quantidade maior dessas substâncias, que por sua vez, poderiam 

provocar danos mitocondriais (revisado por MCKEEGAN e STURMEY, 2012), levando 

à necessidade do uso de antioxidantes (DEL COLLADO et al., 2013). 

As EROS são produzidas e encontradas em todos os sistemas biológicos (FERREIRA 

& MATSUBARA, 1997; NORDBERG & ARNÉR, 2001; LUZ et al., 2011). Elas são 

geradas de forma fisiológica durante a respiração celular, quando o oxigênio molecular 

(O2) é reduzido por elétrons liberados formando o superóxido O2-. A partir daí o 

superóxido pode ser derivado em outras moléculas formando várias EROS como o HO 

ou H2O2 (AL-GUBORY et al., 2010; DEL COLLADO, 2017). 

Assim, estudos sugerem que o estado redox da célula pode interferir em diversos 

eventos celulares, incluindo apoptose, necrose, oxidação de aminoácidos, ácidos 

nucléicos e ácidos graxos, principalmente os poli-insaturados presentes na membrana das 

células (AGARWAL et al., 2003; HOSSEINI et al., 2009). Apesar desses diversos efeitos 

deletérios, a membrana é um dos componentes celulares mais atingidos em decorrência 

da oxidação dos ácidos graxos ou peroxidação lipídica, que acarreta alterações na sua estrutura 

e permeabilidade (MELLO-FILHO et al., 1983; LUZ et al., 2011). 

A peroxidação lipídica é iniciada por um radical hidroxila que abstrai um átomo de 

hidrogênio a partir de ácidos graxos poli-insaturados da membrana ou ácidos graxos livres 

resultando na formação de radical lipídico. Uma vez que o radical lipídico é formado, ele 

tende a estabilizar-se por um rearranjo molecular para formar um dieno conjugado. Em 

condições aeróbicas, o dieno conjugado rapidamente se combina com o oxigênio 

formando o radical peroxil, que propaga o processo oxidativo. O radical peroxil é capaz 
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de retirar hidrogênio de outra molécula lipídica, gerando moléculas reativas, álcoois 

tóxicos, cetonas, aldeídos e ciclopentonas. As membranas das células e organelas contêm 

grandes quantidades de ácidos graxos poli-insaturados. A fluidez da membrana relaciona-

se com a presença de cadeias insaturadas dos fosfolipídios e do colesterol e danos desta 

camada lipídica tendem a diminuir a fluidez da membrana. Além disso, a peroxidação 

lipídica influi diretamente na permeabilidade da bicamada lipídica, aumentando sua 

permeabilidade aos íons cálcio (ISPADA et al., 2018). 

O estresse do RE pode ser consequência e/ou causa do estresse oxidativo celular. 

Chama-se de estresse oxidativo quando a célula não possui antioxidantes suficientes para 

neutralizar EROS geradas pela célula (AL-GUBORY et al., 2010; DEL COLLADO, 

2017). A proteção adaptativa do oócito aos metabólitos da oxidação mitocondrial que são 

geradas no decorrer da maturação oocitária ocorre até o estágio de duas células, por meio 

das peroxidases e glutationas. Essa proteção não está presente no estágio de embrião, e 

por isso, se a atividade mitocondrial continua sendo alta durante o desenvolvimento 

embrionário, e a célula não é capaz de eliminar a produção excessiva de EROS, a 

sobrevivência do zigoto poderá ser comprometida (FERREIRA et al., 2009; DEL 

COLLADO e al., 2013). 

A reserva lipídica deverá prover as necessidades energéticas solicitadas nos 

processos de maturação, fertilização e desenvolvimento embrionário inicial, pela 

oxidação dos ácidos graxos para produção de ATP. Durante a oogênese, desde a 

progressão do folículo primordial até o estágio de metáfase II ocorrem inúmeras 

modificações, havendo vários momentos em que os oócitos podem acumular lipídios 

(STURMEY et al., 2009; DEL COLLADO et al., 2013; LIMA et al., 2015). Foi 

demonstrado que o acúmulo de lipídios na espécie bovina ocorre durante a MIV dos 

oócitos (DEL COLLADO et al., 2017b). 

Existem três mecanismos possíveis de acúmulo lipídico: o aumento da síntese de 

lipídeos no oócito; diminuição da oxidação dos ácidos graxos, a β-oxidação; e por último 

a incorporação destes lipídeos desde o meio, ou desde as células do cumulus (DEL 

COLLADO et al., 2017). Apesar de existirem poucos relatos sobre a capacidade do oócito 

de sintetizar lipídeos, Auclair et al. (2013) descreveram o aumento da proteína ácido 

graxo sintetase durante a MIV nos oócitos, demonstrando que o oócito pode ser capaz de 

sintetizar ácidos graxos e do possível aumento de síntese durante a MIV. Alguns ácidos 

graxos, como os ácidos graxos de cadeia longa têm a capacidade de acúmulo durante a 

maturação oocitária (AARDEMA et al., 2011), e sua adição na MIV, na forma de ácido 

palmítico e esteárico, pode prejudicar a criopreservação dos blastocistos produzidos 

(SHEHAB-EL-DEEN et al., 2009). 

Foi demonstrado que oócitos humanos e murinos com excessivo acúmulo lipídico 

possuem maiores níveis dos marcadores de estresse do RE (WU et al., 2010; YANG et 

al., 2012). Os resultados demonstram que a MIV provoca aumento de lipídeos em todo o 

complexo cumulus-oócito (CCOs), majoritariamente em ácidos graxos de cadeia longa, 

o que provocaria aumento do estresse nestas células. Os resultados também suportam a 

ideia de que o aumento do acúmulo lipídico consequente da MIV e a diminuição da β-

oxidação, combinado com o estresse oxidativo, podem levar ao estresse do RE e a 

apoptose celular (DEL COLLADO et al., 2017). 
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O uso de estimulantes da β-oxidação durante a MIV provoca redução de acúmulo 

lipídico em oócitos durante a maturação e embriões em desenvolvimento, com efeitos 

positivos nas taxas de desenvolvimento (TAKAHASHI et al., 2013). O SFB permite boas 

taxas de maturação e desenvolvimento embrionário, mas oócitos maturados em meio 

contendo este composto apresentam diferenças frente aos maturados in vivo em relação à 

distribuição e/ou quantificação de lipídeos e mitocôndrias. Embora a redução da 

concentração do SFB durante a MIV permita a obtenção de taxas satisfatórias de 

maturação e de desenvolvimento embrionário, não há atenuação dos efeitos negativos do 

soro sobre a maturação citoplasmática e migração das mitocôndrias e lipídeos oocitários 

(DEL COLLADO et al., 2013; DEL COLLADO et al., 2016; DEL COLLADO et al., 

2017). 

A MIV gera CCOs metabolicamente desregulados e estressados, provoca aumento 

de lipídeos no CCOs, diminuição de GSH (glutationa reduzida) e da atividade 

mitocondrial nos oócitos, acompanhado por desregulação massiva das vias relacionadas 

ao metabolismo e homeostase nas células do cumulus durante a MIV. Ainda, o sistema 

in vitro causa aumento do metabolismo da glicose, de síntese e acúmulo lipídico, além da 

diminuição da ativação da via de β-oxidação, e aumento do estresse celular. Como não 

há alterações nas vias do metabolismo lipídico nos blastocistos PIV, a possibilidade de 

que o acúmulo lipídico embrionário descrito nos embriões seja originário da MIV ou das 

fases iniciais do desenvolvimento fica evidente (DEL COLLADO et al., 2017). 

2.4. A atividade da via das pentoses na produção in vitro de embriões 

Nos embriões PIV, o excesso de estimulação da glicólise pode levar ao aumento 

dos precursores da síntese proteica e de lipídeos, o que favorece a formação de gotículas 

lipídicas intracitoplasmáticas e causa o desequilíbrio do estado de redução-oxidação 

desses embriões. Tais eventos acarretarão distúrbio da função mitocondrial, o que resulta 

em acúmulo lipídico (DE LA TORRE-SANCHEZ et al., 2006a; BARCELÓ-FIMBRES 

e SEIDEL Jr, 2007a; DIAS et al., 2016). 

A glicose é um dos substratos mais utilizados na produção de energia durante a 

maturação oocitária e desenvolvimento embrionário pós-compactação (SUTTON-

MCDOWALL et al., 2012), ao ser oxidada via glicólise ou via PPP (KHURANA e 

NIEMANN, 2000; LIMA et al., 2015). A estimulação da via PPP usando receptores de 

elétrons como o PES e pirrolino-5-carboxilato resulta em aumento dependente da dose na 

taxa de retomada meiótica e aumento do metabolismo de glicose (DOWNS et al., 1998). 

A via PPP também está envolvida na progressão de todos os estágios da meiose no oócito 

(SUTTON-McDOWALL et al., 2005; HERRICK et al., 2006; SUTTON-McDOWALL 

et al., 2010). 

A glicose pode entrar no embrião por três mecanismos: transporte passivo por 

gradiente de concentração por canais de água; transporte facilitado usando 

membros das glicoproteínas de transporte de glicose (GLUTs) independentes de Na+; e 

transporte ativo usando sistema portador de Na+ (LEPPENS-LUISIER et al., 2001; 

SCOTT e WHITTINGHAM, 2002). Como a participação de sistemas ativos de transporte 

de glicose em embriões pré-implantados permanece incerta, os principais mecanismos 
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que direcionam glicose para o embrião podem ser via gradiente de concentração e 

transporte facilitado por GLUTs (PANTALEON e KAYE, 1998; DE LA TORRE-

SANCHEZ et al., 2006a). 

O ATP é reconhecido como a moeda energética essencial para a maturação oocitária 

(MARTINS et al., 2007). A via PPP é menos utilizada do que as outras vias e tem como 

função captar glicose para a síntese de purinas ou NADPH, o que depende do processo 

ser oxidativo ou não. O NADPH é produzido por oxidação da glicose-6-fosfato em 6-

fosfoglucolactona pela enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e é utilizado 

para promover a integridade citoplasmática durante os processos metabólicos, 

contribuindo para a manutenção do estado redox pela redução da glutationa em GSH 

(SUTTON-McDOWALL et al., 2010), promovendo assim um sistema antioxidante 

celular benéfico (MARTINS et al., 2007; GULART et al., 2015).  

Outro produto da via PPP é o fosforibosilpirofosfato, substrato para síntese de 

purinas, as quais são fundamentais na síntese de nucleotídeos formadores de novos 

RNAm, controlando assim a maturação nuclear (SUTTON-McDOWALL et al., 2010). 

Finalmente, a via do poliol leva à oxidação de glicose com geração de sorbitol e frutose 

pelas enzimas aldo-redutase e sorbitol desidrogenase. Esses substratos são considerados 

fontes alternativas de energia para o oócito, embora ainda não se saiba em que 

circunstâncias e para quais funções elas seriam importantes (GULART et al., 2015). 

Embriões PIV metabolizam grandes quantidades de glicose comprometendo sua 

capacidade de desenvolvimento (DIAS et al., 2017). A via de metabolização da glicose 

irá depender das relações ATP/ADP e NADPH/NADP existentes no citosol celular 

(LIMA et al., 2015). Na via glicolítica, o resultado dessa metabolização é a formação de 

ATP, uma vez que a relação ATP/ADP é baixa, e a relação NADPH/NADP é alta, a 

glicose vai ser degradada pela via glicolítica e a via PPP é inibida (DIAS et al., 2017). A 

ativação da via PPP ocorrerá quando a relação ATP/ADP for alta e a relação 

NADPH/NADP for baixa, assim, uma pequena quantidade de glicose é direcionada para 

ser metabolizada por essa via, resultando em ribose-5-fosfato, que é usado na produção 

de NADPH atuando na síntese de membranas celulares (BEITZ, 1996; NELSON e COX, 

2011; DIAS et al., 2017). A oxidação da glicose via PPP ocorre no citosol celular e tem 

como principais produtos a ribose-5-fosfato e o NADPH (BARCELÓ-FIMBRES e 

SEIDEL Jr, 2007a; LIMA et al., 2015).  

A ribose-5-fosfato é a pentose constituinte dos nucleotídeos que compõe os ácidos 

nucleicos, e de muitas coenzimas, como o ATP, NADH, FADH2 e coenzimas 

(KHURANA e WALES, 1989). O NADPH, é necessário na redução das vias biosintéticas 

como aceptor de elétrons, participa na transformação do malato em piruvato (na síntese 

de ácidos graxos), e atua contrapondo os efeitos deletérios de radicais livres (WALES e 

DU, 1993; HARVEY et al., 2002; LIMA et al., 2015). Assim, a estimulação excessiva da 

glicólise pode levar ao aumento nos precursores da síntese proteica e lipídica, 

favorecendo a formação de lipídeos intracitoplasmáticos, juntamente com 

desequilíbrio no estado de oxidação-redução desses embriões, resultando em desordem 

da função mitocondrial, e consequentemente em acumulação de lipídios (DE LA 

TORRE-SANCHEZ et al., 2006b; BARCELÓ-FIMBRES e SEIDEL Jr, 2007a; DIAS et 

al., 2017). 
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A geração de pentose para síntese de nucleotídeos de purinas, pirimidinas e 

piridinas é uma importante função da via PPP, essa via também está envolvida na geração 

de equivalentes redutores (NADPH) pela ação de G6PDH e 6-fosfogluconato 

desidrogenase (6PGDH) que desempenham papel importante na biossíntese de lipídios e 

de esteroides. Além disso, o NADPH, atuando através de enzimas como a NADPH 

oxidase, poderia modular a atividade de oxidantes, que demonstraram participar na 

sinalização mitogênica (DOWNS et al., 1998). 

Vale ressaltar que embriões que metabolizam grande quantidade de glicose 

comprometem sua capacidade de desenvolvimento. Somente pequena quantidade de 

glicose é direcionada para a via PPP que fornece a ribose-5-fosfato, utilizada na síntese 

de ácidos nucleicos; e NADPH, que atua na síntese das membranas celulares, além de 

atuar como antioxidante (BEITZ, 1996; NELSON e COX, 2011; DIAS et al., 2016). 

Ademais, os resultados da razão ATP/ADP demonstraram que oócitos maturados 

in vitro possuem menor atividade mitocondrial e menor metabolismo oxidativo em 

relação aqueles originários do processo in vivo. Baixos níveis de ATP/ADP estão 

correlacionados com o aumento da glicólise e diminuição da atividade mitocondrial 

(MALDONADO e LEMASTERS, 2014; DEL COLLADO et al., 2017). Assim o papel 

do metabolismo lipídico durante a maturação oocitária vem ganhando importância (DEL 

COLLADO et al., 2017). 

2.5. Etossulfato de fenazina na produção in vitro de embriões 

Técnicas que diminuam o acúmulo de lipídios intracitoplasmáticos, como a 

remoção parcial dos mesmos por estímulo da lipólise química no citoplasma celular ou 

pela diminuição da captação e síntese de ácidos graxos pelas células (DIAS et al., 2016) 

estão sendo estudadas para melhorar a qualidade dos embriões PIV. 

Estudos realizados com embriões em estágios iniciais de desenvolvimento 

evidenciaram que a remoção física das gotas lipídicas é capaz de aumentar a tolerância 

destes embriões à criopreservação. Contudo, o método de delipidação é demasiadamente 

trabalhoso e demorado, além de alterar o potencial de desenvolvimento dos embriões após 

a transferência para as receptoras. Dessa forma, os estudos têm buscado métodos não 

invasivos e menos laborosos, que reduzam a quantidade de lipídeos no citoplasma dos 

embriões bovinos PIV, melhorando assim a sua criotolerância (MARINHO et al., 2010).  

Muitos agentes delipidantes são testados na tentativa de melhorar a viabilidade 

embrionária após o descongelamento sem prejudicar o número de embriões produzidos, 

dentre eles: L-carnitina, forskolin, ácido linoleico, etossulfato de fenazina (PES) e suas 

associações. A L-carnitina reduz a quantidade de lipídios no citoplasma 

embrionário, sugerindo que sua utilização pode resultar em embriões com maior 

resistência a criopreservação. O Forskolin, ativador farmacológico da adenil ciclase, 

também tem sido testado e se mostrado eficiente na redução da quantidade de lipídeos 

intracitoplasmáticos embrionário quando usado no cultivo e melhora a criotolerância de 

embriões bovinos PIV (MENEGHEL et al., 2016). Durante a MIV de oócitos, ele tem 

sido ferramenta importante tanto na tentativa de sincronizar a maturação nuclear e 

citoplasmática, quanto na diminuição do conteúdo lipídico dos mesmos (FU et al., 2011; 
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LIMA et al., 2015).   Quando vitrificados, os embriões cultivados com forskolin obtém 

taxa de eclosão superior ao grupo não tratado dentre diferentes soluções de vitrificação. 

O seu uso no cultivo de embriões PIV de bovinos da raça Nelore pode melhorar a 

criotolerância dos embriões (SANCHES et al., 2009), sem afetar a taxa de concepção 

(MENEGHEL et al., 2016).  

Entretanto, a suplementação com alguns desses agentes delipidantes não afetou a 

qualidade, mas afetou negativamente a produção de embriões em trabalhos recentes 

(DIAS et al., 2016). Além disso, a suplementação com diversos agentes delipidantes se 

mostram promissores na melhora dos resultados à criopreservação, mas muito ainda se 

questiona sobre o seu momento de introdução no meio e suas consequências na qualidade 

ou quantidade de embriões gerados. Possibilidades que vem sendo testadas por diversos 

pesquisadores ao redor do mundo. 

Uma alternativa que tem demonstrado ser eficaz na diminuição do conteúdo lipídico 

dos embriões PIV sem lesionar a zona pelúcida é o uso de reguladores metabólicos 

(SEIDEL Jr, 2006; BARCELÓ-FIMBRES e SEIDEL Jr, 2007b). A suplementação do 

meio de cultivo com reguladores metabólicos visa estimular a utilização dos lipídios na 

produção de energia necessária aos embriões ao longo do seu desenvolvimento. Dessa 

forma, seria possível produzir embriões de melhor qualidade, mais resistentes aos 

processos de criopreservação e consequentemente, com melhores taxas de concepção 

(LIMA et al., 2015). 

O etossulfato de fenazina (PES) é um regulador metabólico que inibe a síntese de 

ácidos graxos, o que já foi demonstrado durante a PIV de embriões bovinos. O PES é 

capaz de equilibrar o metabolismo energético e reduzir o acúmulo de lipídios, já que este 

químico oxida NADPH a NADP+ (DE LA TORRE -SANCHEZ et al., 2006a; 

SUDANO et al., 2011; SUDANO et al., 2013), estimulando a via das pentoses e, dessa 

forma, diminuindo a produção de lipídeos (BARCELÓ-FIMBRES e SEIDEL Jr., 2007a). 

O mecanismo de ação do PES no embrião pré-implantacional é baseado no uso de 

substrato energético prontamente metabolizável pela via glicolítica, seguido do ciclo de 

Krebs e da fosforilação oxidativa nas mitocôndrias para produzir energia na forma de 

ATP (SUDANO et al., 2013). 

O PES ao oxidar o NADPH em NADP+ ativa as duas primeiras reações enzimáticas 

na fase oxidativa desta via, convertendo a glicose-6-fosfato em 6-fosfogluconato, e o 6- 

fosfogluconato em ribose-5-fosfato (Figura 1) (BARCELÓ-FIMBRES e SEIDEL Jr, 

2007b). Segundo Dufrasnes et al. (1993) o uso do PES aumenta na ordem de 10 vezes a 

utilização da glicose, na via PPP, o que reduz a glicólise em 50%. Esta diferença ocorre 

provavelmente porque o NADPH é necessário para algumas vias importantes; por 

exemplo, além de estar envolvido na biossíntese de lipídios (WALES e DU, 1993; 

BARCELÓ-FIMBRES e SEIDEL Jr, 2007b). 
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Assim, adição de PES no período pós-compactação estimulou a utilização da 

glicose pela via das PPP e, consequentemente, o aumento da produção e qualidade dos 

embriões bovinos produzidos in vitro (DE LA TORRE-SANCHEZ et al., 2006a; 

SUDANO et al., 2010). 

 Esse redutor foi inicialmente usado em oócitos de camundongos (DOWNS et al., 

1998) e embriões bovinos (DE LA TORREZ-SANCHEZ et al., 2006b). Além de 

estimular a via PPP, mostrou diminuir a produção de lipídios (DE LA TORRE-

SANCHEZ et al., 2006a). Com a oxidação do NADPH, torna-o indisponível para a 

produção lipídica, já que esta coenzima é requerida para a biossíntese de vários lipídios, 

particularmente os ácidos graxos de cadeia longa (BARCELÓ-FIMBRES e SEIDEL Jr, 

2007b; SUDANO et al., 2010). De uma forma geral, o uso de PES no período pós-

compactação tem demonstrado redução do acúmulo de lipídios embrionários e aumento 

da sobrevida após a criopreservação (BARCELÓ-FIMBRES e SEIDEL Jr, 2007b; 

SUDANO et al., 2010; SUDANO et al., 2011; SUDANO et al., 2013). 

O'Fallon e Wright (1986) calcularam o metabolismo de glicose através de 

radiomarcadores em zigotos coletados de camundongos e cultivados com PES. Esse 

fármaco estimulou a via das pentose-fosfato. A atividade da via PPP variou com o estágio 

de desenvolvimento, sendo maior no grupo de 2 células (15,8%) e menor no blastocisto 

tardio (3,2%). O efeito líquido do PES foi aumentar a atividade da PPP de 12% para 71%. 

Ainda, demonstrou-se que o PES não exerce efeito sobre o metabolismo mitocondrial. 

Em 1988, o PES foi utilizado em camundongos para avaliar o desvio da via das 

pentoses, à dose de 25 μM. A produção de C02 a partir do carbono 1 da glicose aumentou 

quase 5 vezes na presença de PES. O metabolismo da glutamina (que pode servir como 

substrato energético para embriões de mamíferos) foi significativamente reduzido em 

33% na presença de PES. Por outro lado, todos os embriões cultivados na presença de 25 

μM de PES retraíram no final do período de medição e não se desenvolveram, sugerindo-

Piruvato 
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Síntese de 

purinas 
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de piridina 

6-P-Gluconato 

FIGURA 1 - Rota da via das pentoses e atuação do PES. A glicose é fosforilada pela 

hexoquinase (HK) para formar glicose-6-fosfato (G-6-P) que pode entrar na glicólise ou na 

via PPP. G6PDH e 6PGDH são duas enzimas da via PPP que requerem o NADP como cofator. 

O PES oxida NADPH a NADP+ e desse modo ativam as enzimas que requerem NADP da via 

PPP. A ribose pode alimentar a via PPP a jusante da G6PDH e ser metabolizada em ribose-5-

fosfato (R-5-P). A R-5-P é convertido em PRPP pela PRPP sintetase, e a PRPP é 

absolutamente necessária para a geração de purinas, pirimidinas e nucleotídeos de piridina 
(Adaptado de Downs et al., 1998). 
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se um bloqueio no nível da piruvato quinase, isto é, a última etapa glicolítica antes da 

formação do piruvato de blastocistos bovinos (RIEGER e GUAY et al., 1988).  

Em outro trabalho o PES foi usado em camundongos na concentração de 10 µM e 

também aumentou a taxa de utilização de glicose pela via PPP de uma maneira 

dependente da dose. A via PPP foi responsável por cerca de 2% da utilização da 

glicose. Um a dois por cento do total de glicose metabolizada em 24 horas foi retido em 

macromoléculas e o PES estimulou a via das pentose-fosfato pelo menos dez vezes, 

apesar da redução geral de 50% na glicólise. Mas essa dose também causou a degeneração 

embrionária (DUFRASNES et al., 1993).  

Partindo da hipótese de que a via das pentoses fosfatadas participa da indução 

meiótica dos oócitos de camundongos, DOWNS et al. (1998) avaliaram CCOs quanto ao 

rompimento da vesícula germinativa em meio enriquecido com 4 mM de hipoxantina 

(promove a parada meiótica) associado a doses de 0,1; 0,25; 0,5 e 1 µM de PES e verificou 

que o PES desencadeou um aumento dependente da dose na maturação meiótica em 

CCOs contendo hipoxantina em cultura de 17 a 18 horas. Estes resultados suportam a 

proposição de que o metabolismo da glicose pela PPP é importante no mecanismo de 

indução meiótica. Mais de 96% dos oócitos foram submetidos à degradação da vesícula 

germinativa nas concentrações mais elevadas de PES testados (1 µM) em comparação 

com apenas 45-52% dos oócitos do grupo Controle. 

Em um segundo momento, nesse mesmo estudo, DOWNS et al. (1998) avaliou 

CCOs quanto ao rompimento da vesícula germinativa em meio enriquecido com 4 mM 

de hipoxantina associado a doses de 2,5 e 10 µM de PES e ainda analisou o conteúdo de 

substrato energético de glicose, piruvato e lactato. A análise do conteúdo de substrato 

energético no meio condicionado revelou que o consumo de glicose aumentou de 0,45 

nmol/CCOs a 0 M PES para 1,11 e 1,62 nmol/CCOs a 2,5 e 10 µM, respectivamente. Isto 

foi acompanhado por aumentos dependentes da dose na produção de piruvato e lactato. 

No grupo com 2,5 µM de PES, a diferença na produção de piruvato e lactato em relação 

à observada na ausência do fármaco foi responsável por 67% do aumento do consumo de 

glicose. Esse valor aumentou para 91% a 10 µM PES. O aumento do consumo de glicose 

em resposta ao tratamento com PES é consistente com o estímulo da via PPP, embora o 

aumento coincidente na produção de lactato e piruvato sugira que porção significativa da 

glicose consumida seja encaminhada pela glicólise. 

Uma nova tentativa de uso do PES foi feita, dessa vez com a adição de PES na 

concentração de 0,9 μM no D4 do cultivo, e obteve um efeito tóxico. Entretanto, doses 

menores de PES (0,1 e 0,3 μM) não apresentaram diferença com relação à taxa de 

produção de blastocisto, massa celular interna (MCI) e número de células quando 

comparadas com o grupo Controle (DE LA TORRE-SANCHEZ et al., 2006a).  

Em outro trabalho, De La Torre-Sanchez et al. (2006b) relataram que com o 

tratamento dos embriões PIV com 0,3 μM PES obtiveram acúmulo lipídico 

significativamente menor quando comparado com grupos tratados com DNP ou NaN3 e 

o Controle in vitro. Mesmo assim, o acúmulo lipídico do grupo com PES ainda foi maior 

que o Controle in vivo, que teve menor acúmulo de lipídio citoplasmático. Gotículas 

lipídicas pequenas foram mais numerosas em embriões produzidos in vivo que em 

embriões PIV tratados com PES; gotículas lipídicas de tamanho médio foram mais 
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abundantes para PES que para embriões PIV, porém  reduziram quando comparadas ao 

Controle in vitro, e as grandes gotas lipídicas eram mais escassas para embriões 

produzidos in vivo e PES.  Da mesma maneira, Barceló-Fimbres e Seidel Jr (2007a) 

utilizando 0,3 μM de PES a partir do dia 2,5 do cultivo obtiveram menor acúmulo de 

lipídio citoplasmático quando comparado com o grupo Controle, e o grupo suplementado 

com 1 ou 3 μg/mL de cerulenin. 

Barceló-Fimbres e Seidel Jr (2007a) relataram que a adição de PES aos meios de 

cultura do D2,5 teve efeito benéfico na sobrevivência dos embriões após 

o congelamento convencional e vitrificação, não havendo diferença entre os dois 

métodos. A sobrevivência de embriões foi 92, 85 e 60% dos expostos ao PES, Controle e 

produzidos com adição de 10% SFB; respectivamente. Fato este atribuído a redução do 

conteúdo lipídico citoplasmático do embrião resultante da utilização do PES no estágio 

de pós-compactação embrionária. 

Esse mesmo grupo ainda avaliou o uso de 0,3 µM de PES, 30 µM de Dinitrofenol 

(DNP), suas associações e 10% de SFB no D2,5 do cultivo. O acúmulo de gotas lipídicas 

médias diminuiu para PES, DNP e DNP+PES, quando comparado com o Controle e SFB 

(62, 82, 64 vs. 119 e 266 gotículas lipídicas, respectivamente). Gotas lipídicas grandes 

foram mais escassas para PES e DNP que o Controle, e mais abundantes para SFB que 

todos os outros tratamentos. Os embriões tratados com SFB acumularam 4,3 vezes e o 

Controle 2 vezes mais gotículas lipídicas do que os embriões tratados com PES. Os 

embriões tratados com PES acumularam mais lipídios do que os embriões produzidos in 

vivo, mas menos do que o Controle in vitro ou o tratamento com DNP (BARCELÓ-

FIMBRES e SEIDEL Jr., 2007b). 

Ao avaliar as taxas de prenhez, nascimento e desenvolvimento pós-natal desses 

embriões verificou-se que o uso do PES durante a CIV não afetou as taxas de prenhez em 

comparação com o Controle aos 35 ou 98 dias de gestação, e não teve efeito no 

desenvolvimento fetal pós-natal dos bezerros nascidos. Fetos oriundos de PIV que foram 

abortados tiveram o desenvolvimento fetal e placentário retardado em comparação com 

aqueles que foram a termo, mas não houve diferença na perda fetal entre o tratamento 

com PES e Controle (BARCELÓ-FIMBRES et al., 2009).  

Gajda et al. (2008) estudando a qualidade embrionária de embriões suínos, 

observaram que o uso de 0,025; 0,05 e 0,075 μM de PES em embriões no estágio de 1-2 

células além de melhorar o desenvolvimento embrionário, resultou no aumento da 

qualidade do embrião, levando a redução de 25% da incidência de apoptose nos embriões 

tratados com PES. Visto que os embriões suínos contêm uma concentração 

consideravelmente maior de ácidos graxos do que outros embriões de 

mamíferos (MCEVOY et al., 2000), houve diferença entre grupo 0,025 µM PES e 

Controle em porcentagem de embriões clivados e doses de 0,05 µM ou 0,075 µM PES 

diferiram do Controle quanto a produção de blastocistos expandidos (75,5, 60 e 65,7% 

respectivamente). Observou-se taxas um pouco maiores de embriões, mórula e 

blastocistos em grupos tratados com PES em comparação com o Controle, no entanto, um 

número ligeiramente maior de células em blastocistos foi observado no grupo Controle. 

Resultados da qualidade embrionária mostraram que a apoptose teve baixa incidência em 

embriões cultivados com PES em comparação àqueles cultivados sem PES (GAJDA et 



34 
 

al., 2008). Posteriormente, a cultura de embriões suínos em meio com PES demonstrou 

aumentar a proporção de formação de mórula e blastocisto, reduzir o índice de 

fragmentação de DNA e o conteúdo lipídico citoplasmático de blastocistos cultivados. 

No entanto, o uso de PES durante a CIV não teve efeito significativo na sobrevivência do 

blastocisto suíno após a vitrificação (GAJDA et al., 2011). 

Em relação à suplementação com PES na CIV, Sudano et al. (2010) relataram que 

embriões cultivados com 3 µM de PES no D2,5 e D4 reduziram o acúmulo lipídico nos 

embriões bovinos PIV e não alterou a porcentagem de apoptose dos blastocistos frescos. 

No D2,5 prejudicou o desenvolvimento embrionário, não favoreceu a criotolerância, 

reduziu o número de células após o descongelamento, aumentou o número de células 

apoptóticas dos blastocistos aquecidos, produziu menos blastocistos por oócito e por 

estruturas clivadas do que os grupos PES D4 e Controle. No D4 o PES aumentou a taxa 

de sobrevivência após a vitrificação, não alterou a porcentagem de produção de 

blastocisto, escore do estágio de desenvolvimento e grau de qualidade dos embriões. A 

adição de PES ao meio, tanto no D2,5 como no D4, reduziu o conteúdo de gotículas 

lipídicas médias e grandes. No entanto, apenas a adição de PES no D2,5 reduziu o 

número de pequenas gotículas e promoveu redução ainda mais pronunciada de grandes 

gotas. Independente da retirada de SFB ou adição de PES ao meio de cultura, o grupo 

Controle in vivo apresentou menor acúmulo de lipídios, menor taxa de apoptose e maior 

criotolerância.  Usando apenas SFB a 2,5% e adição de PES do D4 aumentou a 

sobrevivência dos embriões de PIV após a vitrificação. 

Nessa situação, cogitou-se que a maior exposição dos embriões ao PES, a partir do 

D2,5, tenha alterado o equilíbrio do estado de redução-oxidação pela possibilidade de ter 

atuado como NADPH oxidase provocando aumento na produção das EROS devido a 

oxidação do NADPH (GEISZT e LETO, 2004), uma vez que essa coenzima desempenha 

grande papel na redução da glutationa intracelular (GARDNER e LANE, 1997), um 

importante antioxidante para o embrião (RIEGER, 1992). Associado a isto, a maior 

sensibilidade dos embriões criopreservados às EROS (GUÉRIN et al., 2001) pode ter 

potencializado esse efeito e originado maior incidência de apoptose neste tratamento. 

Outra hipótese levantada pelo autor é a possibilidade de estar relacionada a elevada 

redução do conteúdo lipídico, induzida pelo PES, comprometendo a síntese das 

membranas celulares e desencadeando o processo de apoptose (SUDANO et al., 2010). 

A capacidade de regulação do PES já foi demonstrada em relação à abundância 

transcricional do gene lipídico transmembrana (SGPP1) sendo maior nos embriões 

tratados e aumentando a capacidade de eclosão após a criopreservação. Ao avaliarem 

zigotos cultivados desde o D2,5 com 0,3 µM PES, 1,5 mM L-carnitina (LC), 0,3 µM PES 

+ 1,5 mM LC verificou-se que o número de células foi maior nos embriões tratados com 

PES e PES + LC. Não houve diferenças significativas na taxa de apoptose entre os grupos. 

Os blastocistos tratados com o PES apresentaram maiores taxas de eclosão 45,6%, do que 

aqueles expostos à LC + PES (29,4%) ou ao grupo Controle (30,4%) (GHANEM et al., 

2014). 

Verificou-se, ainda, o efeito do PES em grupos tratados com 0,2 µM, 0,3 µM, 0,5 

µM PES no D2,5. A taxa de prenhez utilizando embriões criopreservados não foi alterada 

pelo uso do PES. Houve a redução do conteúdo lipídico no desenvolvimento embrionário 
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inicial e melhora na reexpansão in vitro. As diferentes concentrações de PES não 

apresentaram diferença na taxa de clivagem, produção de blastocisto ou eclosão, mas 

houve tendência de melhor resposta com dose de 0,3 µM, numericamente superior no D8. 

A expressão dos genes estudados no experimento relacionados com a via de biossíntese 

dos triglicerídeos, não foi alterada com a suplementação do PES, indicando que os 

mecanismos moleculares pelos quais o PES atua reduzindo a quantidade lipídica são 

independentes das vias reguladas por esses genes (VAQUERO et al., 2015).  

Assim, os resultados experimentais do uso do PES na PIV de embriões (Tabela 1) 

tem mostrado boas perspectivas de melhora na qualidade embrionária, mesmo havendo 

algumas controvérsias quanto ao momento da adição, mais especificamente no D2,5 

(BARCELÓ-FIMBRES e SEIDEL Jr., 2007a; SUDANO et al., 2010; VAQUERO et al., 

2015). Porém, há um consenso relativo à redução do excessivo acúmulo lipídico de 

embriões PIV, com consequente melhora na criotolerância, quando o PES foi usado 

durante o cultivo in vitro. E, em sua única experiência de uso durante a MIV também 

apresentou resultados promissores (DOWNS et al., 1998). Porém são necessárias mais 

pesquisas para compreender melhor o seu efeito na maturação e no desenvolvimento 

embrionário. 

O presente trabalho buscou compreender se o PES, um regulador metabólico, pode 

atuar na diminuição do acúmulo lipídico oocitário, uma vez que ele é eficiente em atuar 

na redução do acúmulo lipídico durante a CIV (DE LA TORRE -SANCHEZ et al., 2006a; 

SUDANO et al., 2011; SUDANO et al., 2013). 
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TABELA 1 - Histórico do uso de etossulfato de fenazina (PES) na produção in vitro de embriões mamíferos. 

AUTOR ANO DOSE  
ADIÇÃO 

PES 
CATEGORIA 

ANIMAL 
RESULTADO DO USO DO PES 

O'FALLON e 
WRIGHT 

1986 25 µM PES D4 Camundongo Aumentou a atividade da via PPP de 12% para 71%.     

RIEGER e 
GUAY 

1988 
25 µM PES,  
50 µM DNP 

D7 Holandesas 
Deterioração dos blastocistos na presença de PES.  

Redução de 33% no metabolismo da glutamina.  

DUFRASNES et 
al. 

1993 
10 µM PES,  

50 DNP,  
600 insulina 

D6 Camundongo 
Deterioração dos blastocistos.  

Aumentou a taxa de utilização de glicose pela via PPP dependente da dose em pelo 
menos dez vezes. 

DOWNS et al. 1998 
4 mM Hx + 

0,1, 0,25, 0,5, 
1 µM PES   

MIV Camundongo 
Aumento de 3,6 vezes no consumo de glicose por CCOs tratados com PES. 

Mais de 96% dos oócitos tiveram o rompimento da vesícula germinativa nas 
concentrações de 1 µM.  

DOWNS et al. 1998 
 4 mM Hx + 

2,5 ou 
 10 µM PES  

MIV Camundongo 
 Dose de 2,5 µM teve diferença na produção de piruvato + lactato em relação à 

observada na ausência do fármaco e aumentou o consumo de glicose em 67%, para a 
dose 10 µM aumentou 91% o consumo da glicose.  

DE LA TORRE-
SANCHEZ et al. 

2006a 
0,9 µM PES, 
 0,3 µM PES, 
 0,1 µM PES 

D4 
Frigorífico 

Bovino  

Dose 0,9 μM teve um efeito tóxico.  
Doses de 0,1 e 0,3 µM não teve efeito sobre a taxa de blastocistos, MCI, qualidade 

embrionária, ou número de células em comparação com o Controle.   

DE LA TORRE-
SANCHEZ et al. 

2006b 
0,3 µM PES, 
27 µM NaN3, 
30 µM DNP 

D2,5 
Bovinos 

angus 2-9 
anos 

Menor acúmulo lipídico que o grupo DNP, NaN3 e o Controle in vitro, e maior que o 
Controle in vivo. Menor captação de glicose e maior glicólise. Menos grânulos lipídicos 

médios e grandes no citoplasma do que outros grupos. Gotículas lipídicas pequenas 
foram maiores em embriões produzidos in vivo que embriões produzidos in vitro. 

BARCELÓ-
FIMBRES e 
SEIDEL Jr. 

2007a 

0,3 µM PES x 
10% SFB, 
frutose x 
glicose 

D2,5 Bovino 

Reduziu o conteúdo lipídico citoplasmático.  
Melhorou a criotolerância de embriões bovinos.  

Não houve diferença entre vitrificação e congelamento lento.  
Sobrevivência pós-criopreservação de blastocistos foi de 91,9%, 84,9% e 60,2% para os 

grupos PES, Controle e SFB, respectivamente. 
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AUTOR ANO DOSE  
ADIÇÃO 

PES 
CATEGORIA 

ANIMAL 
RESULTADO DO USO DO PES 

BARCELÓ-
FIMBRES e 
SEIDEL Jr. 

2007b 

0,3 µM PES, 
30 µM DNP,  
DNP + PES 
10% SFB 

D2,5 
Frigorífico 

Bovino 

O acúmulo de gotas lipídicas médias foi menor para PES, DNP e DNP+PES, que o Controle 
e SFB. Grupo com PES acumulou mais lipídios do que os embriões produzidos in vivo e 
menos do que o Controle in vitro ou o tratamento com DNP. Gotas lipídicas grandes 

diminuíram para PES e DNP, e foram maiores para SFB que todos os outros tratamentos.  

BARCELÓ-
FIMBRES et al. 

2009 0,3 µM PES D2,5 
Frigorífico 

Bovino 
Não afetou as taxas de prenhez. Não teve efeito no desenvolvimento fetal pós-natal.  

Não houve diferença na perda fetal entre o tratamento com PES e Controle.  

GAJDA et al. 2008 
0,025 µM PES,  
0,05 µM PES, 
0,075 µM PES 

D2,5 Suíno 

Redução da incidência de apoptose.  
Maior porcentagem de embriões clivados na dose de 0,025 µM PES (99%). 

Doses de 0,05 ou 0,075 µM PES diferiram do Controle quanto a produção de blastocistos 
(75,5, 60 e 65,7%, respectivamente). 

SUDANO et al. 2010 0,3 µM PES 
D2,5 
 D4 

Frigorífico 
Nelore  

No D2,5 prejudicou o desenvolvimento embrionário, não favoreceu a criotolerância e 
reduziu a média do número de gotas lipídicas pequenas, médias e grandes.  

No D4 aumentou a taxa de sobrevivência pós-vitrificação, reduziu a ocorrência de 
apoptose e o acúmulo lipídico citoplasmático das gotas médias e grandes. 

GAJDA et al. 2011 0,05 µM PES D2 Suíno 

Aumentou a produção de mórula, de blastocisto, o número total de células de 
blastocistos e diminuiu o número de núcleos apoptóticos e o conteúdo lipídico 

citoplasmático para cerca de 70% do Controle, mas sem efeito significativo após a 

criopreservação. 

GHANEM 
 et al. 

2014 

0,3 µM PES, 
1,5 mM LC, 

0,3 µM PES + 
1,5 mM LC  

D2,5 
Vacas 

Coreanas 
nativas 

Grupo PES teve maior taxa de eclosão pré e pós-criopreservação (45,6%) do que aqueles 
expostos à LC + PES (29,4%) ou ao grupo Controle (30,4%).  

Os genes reguladores de enzimas formadoras de gotículas lipídicas foram regulados 
negativamente no grupo LC + PES em comparação com o grupo Controle.  

VAQUERO  
et al. 

2015 
0,2 µM,  
0,3 µM,  

0,5 µM PES 
D2,5 

Frigorífico 
 Holandesas 

A taxa de gestação de embriões criopreservados não foi alterada.  
Houve redução do conteúdo lipídico e melhora na reexpansão in vitro. 

* Todos os trabalhos relacionados possuíam grupo Controle, sem adição de qualquer modulador do metabolismo. CCOs: Complexo cumulus-oócitos. D: dia. DNP:  Dinitrofenol. Hx: 

Hipoxantina. LC: L-Carnitina. PES: Etossulfato de fenazina. MCI: Massa Celular Interna. MIV: Maturação in vitro. SFB: Soro Fetal Bovino. 
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3. HIPÓTESE 

O PES utilizado durante a maturação oocitária diminui o acúmulo excessivo de 

gotículas lipídicas nos oócitos e consequentemente nos embriões in vitro, melhorando a 

qualidade e sobrevivência embrionária após a vitrificação.  

OBJETIVO 

3.1. Objetivo geral 

Aferir o efeito de diferentes doses do fármaco etossulfato de fenazina (PES) durante 

a MIV de oócitos bovinos, avaliando suas consequências nas estruturas cultivadas in vitro 

até o descongelamento dos embriões vitrificados. 

3.2. Objetivo específico 

Avaliar a concentração de PES mais indicada para ser utilizada no meio de 

maturação de oócitos bovinos com base no índice apoptótico, na maturação nuclear e no 

acúmulo lipídico oocitário.  

Averiguar nos embriões gerados a taxa de clivagem no dia 3, o estágio de 

desenvolvimento no dia 7, o número total de células, a taxa de apoptose, a MCI, a 

concentração de gotas lipídicas e a taxa de eclosão dos embriões vitrificados. 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais (CEUA) da Pró-reitora de Pesquisa da Universidade Federal de Lavras pelo 

protocolo n° 075/18. 

4.1. Local do experimento 

Os ovários foram obtidos em um frigorífico comercial da região de Belo Horizonte 

– MG de novembro de 2018 a fevereiro de 2019. As demais etapas de produção dos 

embriões ocorreram no laboratório de pesquisa do Cenatte Embriões, R. Dr. Rocha, 1429 

- Centro, em Pedro Leopoldo – MG, e parte das análises foram realizadas em parceria 

com o Laboratório Numpex-Bio da UFRJ, estrada de Xerém, 27 – Duque de Caxias-RJ. 

4.2. Delineamento experimental 

Foram avaliados os efeitos da suplementação do meio MIV com PES nas 

concentrações 0; 0,16; 0,4; 1 e 2,5 µM, diluídos em água miliQ até atingir as 

concentrações desejadas. Para cada grupo de tratamento previsto foram utilizados uma 

média de 550 CCOs. Em cada dia de coleta os oócitos foram distribuídos equitativamente 

de acordo com a qualidade (Graus I e II) aos diferentes tratamentos. 

4.3. Procedimentos 

Os ovários bovinos foram coletados no frigorífico e transportados para o 

laboratório. Os ovários foram mantidos em solução salina fisiológica (0,9% NaCl) a 37 
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°C durante todo o período de espera. As punções foliculares foram realizadas com seringa 

de 10 mL acoplada a uma agulha 18-G. Os CCOs foram aspirados de folículos antrais 

com 3 a 8 mm de diâmetro. O material aspirado foi transferido para tubos de 50 mL, 

deixado em decantação por 15 minutos para posterior lavagem e seleção dos oócitos. O 

pellet formado foi transferido para placas de cultivo celular de 100 x 20 mm contendo 

soro fisiológico tamponado com fosfato (DMPBS) adicionado de 10% de SFB para busca, 

avaliação e seleção dos CCOs sob estereomicroscópio (Nykon, SMZ645, Japão). Aqueles 

CCOs aptos, avaliados como grau I ou grau II, de acordo com a classificação proposta 

pelo Manual da IETS – International embryo transfer Society (WRIGHT, 2009), foram 

lavados em três gotas de meio de lavagem contendo Tissue Culture Medium (TCM) 199 

Hepes suplementado com 0,2 mM piruvato, 5 mg/mL albumina sérica bovina (BSA) livre 

de ácidos graxos, e 75 µg/mL amicacina, em seguida foram armazenados à temperatura 

variando de 37 a 38 ºC até serem submetidos à maturação in vitro. 

4.3.1. Maturação in vitro  

Os CCOs selecionados foram colocados em meio TCM 199 com sais de 

Earl's,  suplementado com 0,075 mg/mL de amicacina, 5 mg/mL BSA, 0,01 UI/mL de 

hormônio folículo estimulante (FSH) e 10% de SFB acrescido de PES (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA) nas concentrações 0; 0,16; 0,4 e 1 µM. Os oócitos foram maturados 

de forma convencional, durante 24 h a 38,5 ºC e 20% CO2. A maturação ocorreu em tubos 

de cultivo celular na proporção de 10 μL de meio de maturação por CCOs adicionado no 

meio, cobertos por óleo mineral. 

4.3.2. Análise da maturação oocitária e gotas lipídicas  

A análise das gotas lipídicas e da maturação oocitária foram realizadas em todos os 

grupos,10 oócitos por grupo tratado em 5 réplicas foram selecionados aleatoriamente 

durante as repetições do experimento e fixados em paraformaldeído 4%. Após a 

maturação, os CCOs foram desnudados em meio tampão fosfato-salino (PBS, do inglês 

phosphate buffered saline, Sigma-Aldrich®), contendo 0,1% de álcool polivinílico (PVA 

- Sigma-Aldrich®) em vórtex por 10 minutos e lavados três vezes em microgotas de meio 

PBS/PVA aquecido a 37 ºC. Os oócitos desnudos foram, então, imersos em 

paraformaldeído 4% por 1 hora. Posteriormente, os oócitos foram lavados em três 

microgotas de PBS/PVA e armazenados a 4 ºC em tubos tipo eppendorf com 500 μL de 

PBS/PVA. 

Essas amostras foram coradas com 9-dietilamino-5H-benzo [α] fenoxazina-5-ona, 

Nile Red (NR, Sigma Aldrich, N3013-100MG), um corante à base de fenoxazina, para 

avaliação em microscópio óptico de fluorescência (Leica DMI 6000; Leica 

Microsystems) de gotas lipídicas. A solução de NR a 1 mg/mL em acetona foi preparada 

como uma solução estoque, diluída à 20 µg/mL em PBS para preparar uma solução de 

trabalho NR. Para a coloração de NR, os oócitos foram lavados em PBS contendo 0,001% 

de TritonX-100 (Sigma Aldrich). Os oócitos fixos foram transferidos para solução de 

trabalho NR por 1 hora à temperatura ambiente em atmosfera úmida.  
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Após o período de incubação, os oócitos foram lavados uma vez em PBS contendo 

0,001% de TritonX-100, corados por 5 minutos em 4’6-diamidino-2-fenilindole (DAPI), 

lavados três vezes em PBS contendo 0,001% de TritonX-100, repassados para uma 

lâmina, imersos em meio de montagem Vectashield (Vector Laboratories, Inc., 

Burlingame, EUA) e recobertos com lamínula para observação em microscópio de 

fluorescência. Em cada oócito foi observado a presença de gotas lipídicas, visualizados 

em filtro verde com fluorescência na faixa de excitação/emissão 460-500⁄512-542 nm e 

em filtro vermelho com faixa de excitação/emissão 515-560/590. Para obtenção de toda 

a estrutura tridimensional do oócito, as imagens de microscopia foram adquiridas 

considerando pelo menos três planos focais de aproximadamente 3 micrômetros de 

distância entre as microfotografias. A taxa de maturação foi realizada por meio de 

observação dos núcleos dos oócitos corados com DAPI e visualizados em filtro azul com 

fluorescência na faixa de excitação/emissão 340⁄488 nm. Os oócitos foram classificados 

quanto à presença da vesícula germinativa (VG), rompimento da vesícula germinativa 

(RVG), metáfase I (M1), anáfase-telófase (A) e metáfase II (M2). 

O software Image J (National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, 

USA) foi utilizado para calcular a média de intensidade de fluorescência para todos os 

pixels da região de interesse (ROI). Portanto, em cada amostra, um ROI contendo todo o 

oócito foi selecionado e as intensidades de NR do ROI foram obtidas tanto para o filtro 

verde, quanto para o vermelho. Ainda se avaliou o tamanho e localização das gotas 

lipídicas presentes nos oócitos e o diâmetro dos oócitos maturados com o PES.  

Foram corados com NR de 35 - 50 oócitos por grupo tratado. As médias de 

intensidade de fluorescência dos oócitos fixados após a maturação com PES foram 

avaliadas em dois filtros com intensidades de excitação e emissão distintos, filtro verde 

captava prioritariamente triglicerídeos; filtro vermelho, fosfolipídios e colesterol, de 

acordo com suas diferentes faixas de emissão (ROMEK et al., 2011).  

O NR é um corante à base de fenoxazona que fluoresce em lipídeos hidrofóbicos 

(GREENSPAN e FOWLER, 1985; MELO et al., 2011). O corante é muito solúvel nos 

lipídios, e não interage com nenhum constituinte de tecido (GREENSPAN et al., 1985). 

As gotículas são lipídios neutros, geralmente triacilgliceróis ou ésteres de colesterol. Os 

primeiros servem como reservas de energia de ácidos graxos e os últimos funcionam 

como depósitos de armazenamento para excesso de colesterol celular (GREENSPAN et 

al., 1985). Os fosfolipídios influenciam as propriedades físicas das membranas 

biológicas, diferentes tipos de fosfolipídios regulam a maturação do oócito, a relação 

entre a fosfatidilcolina e AMPc, bem como a atividade da adenilato ciclase (HOMA et 

al., 1986; ROMEK et al., 2011). Por suas importâncias fisiológicas essas classes de 

lipídios foram avaliadas separadamente. 

Na técnica de coloração com o NR, a quantidade de luz fluorescente emitida é 

correlacionada com o conteúdo lipídico. Ela é altamente sensível e tem repetibilidade 

(FERGUSON e LEESE, 1999; KIM et al., 2001) onde um único oócito ou embrião pode 

ser analisado (GENICOT et al., 2005). Existem outras técnicas para medir o conteúdo 

lipídico, como a cromatografia gasosa, o corante Sudan Black, porém cada uma analisa 

apenas parte do embrião, ou há a necessidade de utilização de vários embriões para um 
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único resultado (ACCORSI, 2008), neste caso conseguimos fazer a avaliação individual 

dos blastocistos para cada item analisado. 

O espectro de emissão do NR muda para comprimentos de onda mais curtos 

diminuindo a polaridade do solvente (DUTTA et al., 1996; GHONEIM et al., 2000; 

MUKHERJEE et al., 2007; ROMEK et al., 2011). Portanto, NR é adequado para 

distinguir e quantificar os tipos lipídicos com vários graus de polaridade, como os 

triglicerídeos, colesterol e fosfolipídios presentes em gotículas lipídicas de oócitos e 

embriões (MCEVOY et al., 2000; ROMEK et al., 2011). Além disso, a fluorescência 

provou ser muito específica para gotículas lipídicas e nenhuma fluorescência foi 

observada no citosol ou no compartimento nuclear neste trabalho e em outros avaliados 

(GENICOT et al., 2005). Portanto, utilizou-se diferentes filtros com faixas de excitação 

e emissão distintas para detecção de triglicerídeos (filtro verde) e outra para detecção de 

fosfolipídios e colesterol (filtro vermelho). 

4.3.3. Fertilização in vitro  

Após 24 horas da retirada dos oócitos do folículo, os oócitos foram fecundados in 

vitro (FIV, D0) com sêmen de uma única partida de um único touro bos indicus 

previamente testado no laboratório. O sêmen foi avaliado quanto à sua concentração, 

motilidade e vigor antes de ser utilizado. Somente doses com motilidade igual ou superior 

a 50% e vigor igual ou superior a 3,0 foram trabalhadas.  

O descongelamento da palheta de sêmen foi realizado em banho-maria a 37 ºC por 

45 segundos e a motilidade espermática avaliada em seguida pela técnica da câmara de 

Neubauer. Para lavagem e seleção espermática, a dose de sêmen foi depositada sobre a 

superfície do gradiente Select Sperm®, gradiente de separação espermática com sílica, 

previamente estabilizado em estufa para ambientação. O gradiente select sperm foi 

preparado com 500 μL de select sperm 90% e 500 μL de select sperm 45% (diluído com 

meio CAP, composto por meio tamponado com HEPES Tyrode, suplementado com 0,2 

mM piruvato e 75 μg/mL amicacina) colocados em ordem crescente em eppendorf. 

O microtubo foi levado à microcentrífuga por 5 minutos a 5000g. Após a 

centrifugação o sobrenadante foi descartado e adicionado 1000 μL de meio de fertilização 

(meio FIV, composto por TALP-FIV suplementado com 6 mg/mL BSA, 0,2 mM 

piruvato, 30 µg/mL heparina, 20 µM penicilamina, 10 µM hipotaurina, 1 µM epinefrina, 

75 μg/ml amicacina) previamente estabilizado em estufa com 5% de CO2 a 38,5 ºC. O 

microtubo foi novamente centrifugado por 3 minutos a 1500g e o sobrenadante 

descartado, restando aproximadamente 30 μL de sêmen no microtubo. Uma amostra deste 

sêmen foi diluída e homogeneizada numa concentração de 2% em água destilada para 

avaliação espermática na câmara de Neubauer. Os critérios empregados na avaliação da 

viabilidade espermática foram a motilidade, o vigor e a concentração. Foi então 

adicionado meio FIV sobre o pellet de sêmen até a diluição necessária a partir da 

concentração avaliada pela câmara de Neubauer para atingir a concentração de 25 x 106 

espermatozoides/mL (OLIVEIRA et al., 2014), considerando que a dose inseminante era 

de 5 μL. 
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Durante a centrifugação do sêmen, os oócitos já maturados foram lavados duas 

vezes no meio CAP e uma vez em meio FIV e posteriormente transferidos para as gotas 

do meio FIV (70 μL) cobertas com óleo mineral em placas de Petri de 35 x 10 mm. O 

processo de fertilização dos oócitos foi realizado por um período de 18 a 23 horas a 38,5 

ºC em 5% de CO2 e umidade saturada em meio FIV. Em cada gota de fecundação foram 

colocados aproximadamente 20 oócitos.  

4.3.4. Cultivo in vitro  

Após a fecundação, os presumíveis zigotos foram desnudados com o uso de 

micropipeta para remover as células do cumulus circundante e os espermatozoides 

associados. Após o desnudamento as estruturas foram lavadas duas vezes em meio CAP 

e por último em meio de cultivo (meio CIV) contendo Meio Fluido de Oviduto Sintético 

– SOFaa, suplementado com 2,7 mM mio-inositol, 0,2 mM piruvato, 5 mg/mL BSA, 75 

µg/mL amicacina. Em seguida, foram transferidas para placas com microgotas contendo 

5 μL de meio CIV por oócito, coberto com óleo mineral.  

Durante todo o cultivo, as placas contendo os embriões foram colocadas em estufa 

de cultivo contendo mistura gasosa de 5% de O2, 5,5% de CO2 e 90% de N2, com 

temperatura de 38,5 ºC e umidade saturada. No dia 3 (D3) foi retirado 50 μL de meio de 

cada microgota e adicionado 50 uL de meio CIV acrescido de 6% de SFB, avaliado a taxa 

de clivagem em relação ao número de oócitos maturados e retirado aqueles oócitos que 

não clivaram. No dia 5 (D5) foi retirado 50 μL de meio de cada microgota e adicionado 

50 uL de meio CIV acrescido de 3% de SFB. A produção de blastocistos foi avaliada no 

dia 7 (D7) e no dia 8 (D8) em relação ao número de embriões maturados. Após a 

classificação dos embriões no D7 de acordo com o proposto pelo Manual da IETS 

(WRIGHT, 2009), os blastocistos grau I foram vitrificados para posterior 

descongelamento e análise de sobrevivência. 

4.3.5. Vitrificação e descongelamento dos embriões  

Foi utilizada a técnica two-step para a vitrificação dos blastocistos. Os blastocistos 

foram selecionados morfologicamente em D7, lavados três vezes em meio CAP à 38,5 

ºC. Os embriões foram subsequentemente transferidos para o meio de vitrificação 1 [Vit 

1, meio TCM 199 suplementado com 10% etilenoglicol, 10% dimetil-sulfóxido (DMSO), 

0,005 g/mL BSA e 10 µg/mL gentamicina] à 38,5 ºC, durante 1 minuto. Em seguida foram 

transferidos para o meio de vitrificação 2 (Vit 2, meio TCM 199 suplementado com 20% 

Etilenoglicol, 10% DMSO, 0,005 g/mL BSA, 1M sacarose e 10 µg/mL gentamicina) à 

37 ºC, durante 20 segundos. Logo depois os blastocistos foram pipetados, totalizando o 

volume máximo de 1 μL (embriões e meio de vitrificação), e depositados na extremidade 

da haste de polipropileno de 0,7 mm de espessura (totalizando no máximo 5 embriões de 

cada tratamento por haste), a porção final das hastes foi mergulhada em nitrogênio líquido 

e seus protetores acoplados. Finalmente, as hastes foram introduzidas em raques 

previamente identificadas com os grupos experimentais e armazenadas em botijões 

criogênicos até o momento do uso nas etapas posteriores. 
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Para proceder com o descongelamento as hastes, contendo os embriões de todos os 

tratamentos, foram retiradas do botijão de estocagem e colocadas em uma caixa de isopor 

contendo nitrogênio líquido. A extremidade das hastes contendo os embriões foram 

imersas na primeira solução de descongelamento, composta por 60% de Vit SM (meio 

TCM 199 suplementado com 0,005 g/mL BSA e 10 µg/mL gentamicina à temperatura 

ambiente) e 30% de Vit W (meio TCM 199 suplementado com 0,005 g/mL BSA, 1M 

sacarose e 10 µg/mL à temperatura ambiente) durante 5 minutos para iniciar o processo 

de remoção dos crioprotetores. Em seguida, estes embriões eram transferidos para a 

segunda solução de descongelamento, 100% Vit SM quando permaneceram por 5 

minutos e para finalizar, na solução final de descongelamento Vit SM por 3 minutos 

(LIMA et al., 2015). Posteriormente, eles foram cultivados em meio CIV por 48 horas à 

38,5 °C sob 5,5% de CO2 para avaliação de reexpansão e eclosão, dessa forma foi avaliada 

a taxa de sobrevivência in vitro às 24 e 48 horas após descongelamento. 

4.3.6.  Quantificação do conteúdo lipídico intracelular  

Amostras de blastocistos antes e após o descongelamento de todos os grupos foram 

selecionadas aleatoriamente durante as repetições do experimento, fixados em 

paraformaldeído à 4% durante 30 minutos. Em seguida as amostras foram coradas 

com NR para avaliação em microscópio óptico de fluorescência. A solução de NR, 

marcação e visualização foi realizada da mesma forma já descrita no item 4.3.2. 

“Maturação oocitária e gotas lipídicas”. 

A quantificação das gotas lipídicas foi avaliada por intensidade de fluorescência 

com o auxílio do software Image J®. Calculou-se a intensidade média de fluorescência 

para todos os pixels da ROI. Portanto, em cada amostra, uma ROI contendo todo o 

embrião foi selecionado e os espectros de NR da ROI foram obtidos tanto para o filtro 

verde, quanto para o vermelho. A contagem de células considerada era apenas daquelas 

que estavam dentro da ROI, garantindo que essa área estaria 100% no embrião, e 

desconsiderado o background do oócito. 

4.3.7. Imunocitoquímica e índice apoptótico embrionário 

Amostras de blastocistos expandidos antes (BX D7) da vitrificação e após o 

descongelamento (BX D9) foram submetidos à análise de imunocitoquímica para avaliar 

a quantidade de células totais, índice de células da MCI, apoptose de células totais e da 

MCI nos embriões. Foram realizadas as análises de imunocitoquímica, para quantificar a 

MCI (utilizando o anticorpo anti-SOX2), e de marcação nickend com dUTP mediada pela 

desoxinucleotidil transferase terminal (TUNEL) para quantificar a fragmentação do DNA 

nas células embrionárias (TUNEL positivas), utilizando o kit 

comercial DeadEnd Fluorometric TUNEL System® (Promega, Madison, WI, EUA). Os 

mesmos embriões foram utilizados para a realização de ambas as análises.  

Para a avaliação de toda a estrutura tridimensional do embrião, as imagens de 

microscopia de fluorescência foram adquiridas considerando pelo menos três focos de 

aproximadamente 3 micrômetros de distância entre as microfotografias. O ensaio de 

TUNEL detecta a fragmentação de DNA das células apoptóticas por incorporação 



44 
 

catalítica de fluoresceína-12-dUTP em 3'-OH do DNA. É projetado para a detecção 

específica e quantificação de células apoptóticas numa população de células.  

Os blastocistos foram lavados três vezes em PBS-PVA e fixados em 

paraformaldeído 4% à temperatura ambiente por meia hora e armazenados a 4 °C em 

microtubos com 250 µL de PBS-PVA. No momento das análises, os embriões foram 

lavados três vezes por 5 min em PBS com 0,3% de Triton X-100. Após as lavagens foi 

realizado o bloqueio com 5% de soro normal de cabra (NGS, Sigma-Aldrich) durante 30 

minutos e incubadas com o anticorpo primário anti-SOX2, IgG de coelho (1:200, Cell 

Signaling, Danvers, MA, USA) durante a noite em geladeira à 6 ºC. No dia seguinte os 

embriões foram lavados três vezes em 0,3% PBS -TritonX-100 durante 5 minutos e 

incubados com o anticorpo secundário cy3 anti-IgG de coelho (Jackson 

ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) diluído 1:600 em PBS-TritonX-100 0,3%, por 

1 hora à temperatura ambiente em câmera úmida. Posteriormente, os embriões foram 

lavados com PBS-TritonX-100 0,3%, e então submetidos ao ensaio de TUNEL.  

Para este ensaio os embriões foram lavados e incubados em tampão de equilíbrio 

por 5 a 10 minutos. No Controle positivo, eles foram pré-incubados com enzima DNAse, 

mimetizando o processo de morte celular. Em seguida, foram incubados em uma solução 

contendo tampão de equilíbrio, mix de nucleotídeo e enzima recombinante terminal 

deoxynucleotidyl transferase (rTdT) e corante de fluoresceína-12-desoxiuridina-5’-

trifosfato por 1 hora à temperatura ambiente em câmara úmida. No Controle negativo, os 

oócitos foram incubados na ausência da enzima rTdT.  

Seguidamente foram realizas três novas lavagens com PBS-Triton 0,01% antes da 

adição de 0,1% de DAPI por 5 minutos e montados em lâminas contendo Vectashield 

(Vector Laboratories). Foi utilizado o microscópio óptico de fluorescência, utilizando 

objetiva de 20x para a captura das imagens. A quantificação do número total de células, 

células da MCI e células apoptóticas foram realizadas usando software LAS AF® (2.6.3, 

Leica, Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha). O número de células positivas para 

SOX-2 (células da MCI) e para TUNEL (células em apoptose) foram calculados em 

relação ao número total de células coradas pelo DAPI. 

4.4. Análise estatística 

Todas as análises foram realizadas, utilizando-se o software SAS® (Statistical 

Analysis System, versão 9.3, SAS Inst., Inc., Cary, NC, USA). Os efeitos da 

suplementação do meio MIV com o PES nas concentrações 0; 0,16; 0,4 e 1,0 µM e das 

réplicas foram avaliados sobre a taxa de clivagem, a proporção de embriões bovinos 

produzidos e a taxa de sobrevivência após a vitrificação através das taxas de eclosão e de 

expansão. Os dados foram submetidos à análise de variância (PROCGLM) e ao 

procedimento de modelo linear generalizado (GENMOD), após testes de normalidade sob 

o procedimento UNIVARIATE do SAS®. 

Os dados de média de intensidade de fluorescência dos oócitos e embriões foram 

submetidos a análise de distribuição e constatada sua distribuição como de Poisson. Para 

os oócitos o efeito de tratamento foi analisado por meio do procedimento de modelos 

lineares generalizados e as médias comparadas pelo método de Student com significância 
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de 5%. Para os embriões foi aplicada a análise de modelos lineares generalizados sendo 

considerados os efeitos de tratamento, dia, interação e suas médias foram comparadas por 

contraste a 5% de probabilidade. 

As análises dos dados de TUNEL e SOX também foram analisados como modelos 

lineares generalizados. Os efeitos de tratamento, dia, sua interação sobre SOX e sua 

interação sobre TUNEL foram analisados como modelo linear generalizado com 

distribuição de Poisson e função logit. Para a avaliação do DAPI foi utilizado a análise 

de variância, após normalização dos dados com a remoção de um outlier e submetido a 

análise de variância pelo procedimento GLM e as médias comparadas pelo teste T de 

student. As relações entre esses parâmetros tiveram distribuição de Poisson e foram 

avaliadas como modelos lineares generalizados, exceto para a relação TUNEL/DAPI em 

que a distribuição foi normal, sendo assim esses dados foram avaliados por análise de 

variância PROC GLM. 

As análises de fase da maturação, tamanho (pequenos, médios e grandes) e 

distribuição das gotas lipídicas foram feitas utilizando o teste de qui quadrado após 

avaliação da distribuição dos dados que foram caracterizados como de Poisson. Em todas 

as avaliações P < 0,05 foi considerado significativo e 0,05< P <0,10 tendência. 

5. RESULTADOS 

5.1. Produção in vitro de embriões bovinos maturados com etossulfato de 

fenazina 

Inicialmente os efeitos da suplementação do meio MIV com o PES seriam avaliados 

nas concentrações 0; 0,16; 0,4; 1 e 2,5 µM. Contudo a maior dose não produziu nenhum 

embrião no dia 7 (D7) de cultivo, e 1 embrião grau I no dia 8 (D8), ao fim de 2 réplicas 

realizadas com 70 oócitos maturados em meio MIV adicionado de 2,5 µM de PES. Com 

isso optou-se pela não continuidade dessa dose e o experimento foi realizado avaliando-

se as concentrações 0; 0,16; 0,4 e 1 µM. 

Cada grupo testado teve em média 550 CCOs maturados, num total de 13 réplicas 

realizadas de novembro de 2018 a fevereiro de 2019. A partir de 2232 oócitos, produziu-

se 815 embriões, vitrificou-se 400, destes 181 estavam vivos após 48 horas de cultivo 

(D9), 62 blastocistos expandidos e 119 blastocistos eclodidos. As proporções de embriões 

produzidos entre as réplicas (P <0,01) variaram de 23,5% a 51,0%, sendo a produção 

média de todas as réplicas 35,6% ± 1,4. Duas réplicas foram excluídas das análises devido 

à produção do Controle não atingir 25% e não obter amostras de todos os grupos tratados 

para serem fixadas (Tabela 2). 
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TABELA 2 – Histórico da produção in vitro de embriões bovinos (P <0,0001) 

durante o período de novembro de 2018 a fevereiro de 2019 por réplica. 

Réplica Oócitos Embriões 
Embriões 

(%) 
Vitrificado Vivo D9 

Sobrevivência 

(%) 

06/11/2018 160 40 25,2bc 20 2 10 

22/11/2018 156 64 41ab 20 12 60 

26/11/2018 159 40 25,5bc 12 5 41,6 

29/11/2018 130 50 35,8abc 23 4 17,4 

05/12/2018 126 40 33,6abc 23 18 78,2 

10/01/2019 231 88 38,2abc 45 9 20 

30/01/2019 111 26 23,5c 17 9 52,9 

04/02/2019 228 88 38,5abc 41 24 58,5 

06/02/2019 149 40 26,5bc 16 9 56,2 

08/02/2019 170 64 41ab 42 15 35,7 

11/02/2019 187 78 41ab 44 17 38,6 

14/02/2019 227 115 51a 58 33 56,8 

18/02/2019 198 82 41ab 39 24 61,5 

TOTAL 2232 815   400 181 45,2 
abcMédias dos quadrados mínimos com sobrescritos incomuns, na mesma coluna, diferem P<0,01. *Duas 

réplicas foram excluídas das análises pois o Controle não atingiu 25% de embriões produzidos. 

Os blastocistos em D7 com qualidade para serem vitrificados foram 400. Destes, 

373 foram aquecidos, 61,4% estavam vivos após 24 horas e 49,9% sobreviveram ao fim 

de 48 horas de descongelamento. Os 181 embriões vivos no D9 do desenvolvimento 

foram fixados para as demais análises tanto na fase de blastocisto expandido (34%) 

quanto na fase de blastocisto eclodido (66%).  

A proporção de oócitos que clivaram no D3 (P <0,04) foi maior para o grupo 

Controle e menor para os grupos tratados com PES. A proporção de embriões bovinos 

produzidos após adição de PES na maturação (P <0,01) foi maior para o grupo Controle 

(C = 41,5 ± 1,8, n = 237) em relação ao PES 0,16 (32,5 ±1,7, n =182) e PES 1 (32,6 ±1,7, 

n =186), mas não diferiu do PES 0,4 (35,6 ±1,7, n = 210). Os grupos tratados não 

diferiram entre si (Tabela 3).  

Os embriões grau I tiveram efeito de réplica (referente às baterias de produção de 

cada semana, P <0,01) mas sem efeito de tratamento (P =0,23) variando de 23 a 27% 

entre grupos, do total de oócitos maturados. Quanto aos embriões grau II e III o mesmo 

padrão se seguiu, houve efeito da réplica (P <0,01), mas não de tratamento (P =0,48) 

(Tabela 3).   
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TABELA 3 - Produção in vitro de embriões bovinos (média dos quadrados mínimos ± 

erro padrão) e diferentes concentrações de etossulfato de fenazina (PES). 
 

Parâmetro 

 

Controle 

 

PES 0,16 

 

PES 0,4 

 

PES 1 
P 

TTT réplica 

Oócitos 566 548 565 553   

Clivagem (%) 68,5 ± 2,5a  58,7 ±2,4b  60,7 ±2,4b 60,6 ±2,4b 0,04 0,36 

Embriões (%) 41,5 ± 1,8a 32,5 ±1,7b 35,6 ±1,7ab 32,6 ±1,7b <0,01 <0,01 

Embriões grau I (%) 27,6 ±1,7 23,7 ±1,6 25 ±1,6 23 ±1,6 0,23 <0,01 

Embriões grau II/III (%) 12,6 ±1,8 8,6 ±1,8 10,8 ±1,8 11 ±1,8 0,48 0,01 

Taxa sobrevivência (%) 52,3 ± 7,4 49,2 ± 7,6 48,8 ± 7,3 52 ± 7,3 0,12 

Taxa de expansão (%) 24,3 ± 5,6a  27,1 ± 5,2a 10,3 ± 2,0b  17,7 ± 3,5ab 0,02 

Taxa eclosão (%) 27,2 ± 5,7 22,4 ±5,8 32,4 ±5,6 34,3 ±5,6 0,10 
abMédias com sobrescritos incomuns, na mesma linha, diferem (P<0,05). Grau de qualidade embrionária - Escore: Grau 

I (excelente); Grau II (regular); Grau III (pobre). TTT: efeito de tratamento. Taxa sobrevivência avaliada até 48h após 

o descongelamento. Valores representam a média dos quadrados mínimos ± erro padrão da média. 

A taxa de sobrevivência após 48 horas de descongelamento (P =0,12) não diferiu 

(C = 52,3 ± 7,4, n =52; PES 0,16 = 49,2 ±7,6, n = 36; PES 0,4 = 48,8 ±7,3, n =49; PES 1 

= 52 ±7,3, n =44). A taxa de expansão foi diferente para o grupo PES 0,4 (10,3 ±2, n = 

10) em relação ao Controle (24,3 ±5,6, n = 20) e o PES 0,16 (27,1 ±5,2, n = 20), mas não 

diferiu do PES 1 (17,7 ±3,5, n = 12). A taxa de eclosão (P =0,10) nesse período tendeu a 

ser maior para os tratamentos PES 0,4 (32,4 ±5,6, n = 38) e PES 1 (34,3 ±5,6, n = 32), 

menor para PES 0,16 (22,4 ±5,8, n = 17) e para o grupo Controle (27,2 ± 5,7, n =13) 

(Tabela 3). 

5.2. Efeitos do etossulfato de fenazina nos oócitos 

5.2.1. Efeito etossulfato de fenazina nas gotas lipídicas 

A concentração de triglicerídeos foi três vezes maior no Controle (1.014.896,6; n 

=50) comparado aos tratados com PES (P < 0,0001). A quantidade de triglicerídeos nos 

oócitos do PES 1 (229.836,2; n =35) foram os menores, juntamente com PES 0,16 

(246.202,4; n =45). Os triglicerídeos do PES 0,4 (317.056,7; n =41) não diminuiu 

comparado ao grupo PES 0,16, mas o PES 1 teve maior capacidade de reduzir a 

concentração de triglicerídeos comparado ao PES 0,4 (Figura 2). 

Os fosfolipídios e colesterol estavam em maior quantidade no Controle 

(1.402.506,1; n =50) comparado aos demais grupos tratados com PES (P < 0,0001). Entre 

os oócitos maturados com PES não houve diferença na redução de fosfolipídios e 

colesterol das amostras analisadas (Figura 2). 
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Os padrões detectados de disposição citoplasmática das gotas lipídicas (P < 0,0295) 

foram: disperso pelo citoplasma (geral), intermediário ou periférico (Figura 3). Nos 

grupos com maiores doses do PES mais de 90% das gotas presente nos oócitos estavam 

dispersas pelo citoplasma. No grupo com a menor dose e no grupo Controle houve uma 

maior proporção de gotas lipídicas distribuídas perifericamente ou intermediária, 

migrando para uma posição mais periférica (Figura 2A e 3). 
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FIGURA 2 - Gotas lipídicas nos oócitos bovinos maturados com doses de 0,16; 0,4 e 1 

µM de PES, e Controle (CTRL). (A) - Oócitos bovinos corados com Nile Red para 

avaliação da concentração de triglicerídeos (filtro verde, acima), fosfolipídios e colesterol 

(filtro vermelho, abaixo). (B) - Média de intensidade de fluorescência para os lipídeos 

presentes nos oócitos maturados com PES. Valores são expressos em unidades arbitrárias (UA). 
abcMédias com sobrescritos incomuns diferem entre grupos para cada tipo de lipídeo. P<0,0001. 
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FIGURA 3 - Distribuição citoplasmática das gotas lipídicas nos 

oócitos maturados com PES. (G) Geral (I) Intermediário (P) 

Periférico. P <0,0295. 

Os trabalhos que avaliaram as gotas lipídicas após o uso do PES o fizeram para 

embriões e detectaram que o PES atuava na redução lipídica majoritariamente das gotas 

grandes e médias (DE LA TORRE-SANCHEZ et al., 2006b; BARCELÓ-FIMBRES e 

SEIDEL Jr., 2007b; SUDANO et al., 2010), buscamos verificar se havia efeito similar 

com relação ao tamanho das gotas lipídicas nos oócitos, mas não houve diferença entre 

tratamentos (P = 0,2569). 

5.2.2. Efeitos etossulfato de fenazina no diâmetro oocitário  

Os oócitos maturados com e sem PES ainda apresentaram diferentes diâmetros (P 

=0,0078) ao fim das 24 horas de maturação (Tabela 4), o grupo PES 0,4 apresentou maior 

diâmetro (162,2 ± 1,2 µm) comparado ao Controle (156,3 ± 1,1 µm), PES 0,16 (158,3 

±1,2 µm) e PES 1 (157,6 ±1,3 µm).  

TABELA 4 - Diâmetro dos oócitos 

maturados com etossulfato de fenazina. 
 N Diâmetro (µm) 

CONTROLE 50 156,3 ± 1,1b 

PES 0,16 45 158,3 ±1,2b 

PES 0,4 41 162 ± 1,2a 

PES 1 35 157,6 ±1,3b 
abMédias com sobrescritos incomuns, na mesma coluna, 

diferem (P<0,05). Valores representam a média dos 

quadrados mínimos ± erro padrão da média. 

5.2.3. Efeitos etossulfato de fenazina nas fases da maturação 

Uma maior maturação nos oócitos foi induzida pelo PES 1 em relação aos demais 

grupos com mais de 70% dos oócitos atingindo a fase de anáfase-telófase, enquanto nos 
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demais grupos aproximadamente 50% dos oócitos chegaram à essa fase, e para o grupo 

Controle ao fim de 24 horas de maturação aproximadamente 30% dos oócitos estavam 

nessa fase (Figura 4). Os oócitos que ainda estavam na fase inicial da maturação, vesícula 

germinativa (VG) ou rompimento da vesícula germinativa (RVG), eram 20%. Eles 

representavam menos de 10% dos oócitos do PES 1, aproximadamente 15% para o 

Controle e PES 0,16 e 25% dos oócitos maturados com 0,4 µM de PES (Figura 4). 

 

FIGURA 4 - Fase de desenvolvimento dos oócitos bovinos maturados com PES 

e corados com DAPI. Os oócitos foram classificados de acordo com a fase da 

meiose em vesícula germinativa (VG), rompimento da vesícula germinativa 

(RVG), metáfase 1 (M1), anáfase-telófase (A) e metáfase 2 (M2). (A) – 

Visualização das fases de maturação por microscopia de fluorescência. Seta fina 

indica célula do cumulus. Seta grossa mostra o corpúsculo polar. (B) – 

Percentual de oócitos pertencentes a cada fase da maturação de acordo com o 

grupo tratado com diferentes doses do PES (0,16; 0,4 e 1 µM) ou Controle 

(CTRL). P<0,0065.   

5.3. Efeitos do etossulfato de fenazina nos embriões 

Não houve diferença entre tratamentos para a contagem de células da MCI e 

apoptóticas. Mas ao se comparar blastocistos em D7 e D9 a contagem de células 

apoptóticas foi maior (P =0,0378) no D9 em comparação com o D7. A quantidade de 

células da MCI (P =0,0003) foi menor nos embriões aquecidos em relação aos frescos, 

assim como o número total de células (P=0,01) (Figura 5; Tabela 5). 
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TABELA 5 - Embriões maturados com etossulfato de fenazina, fixados à fresco e após 

48 horas do descongelamento para avaliação celular do número total de células, 

quantidade de células na massa celular interna (MCI) e células apoptóticas. 

Parâmetros 
À FRESCO AQUECIDO P 

D7 D9 TTT Dia TTT*Dia 

Células da MCI 24,5 ± 2 13,5 ± 2,5 0,2152 0,0003 0,3643 

Células apoptóticas 15,9 ± 1,2 20,3 ± 1,4 0,1274 0,0378 0,0085 

Nº total de células   95,3 ± 4,4  77,8 ± 5,3 0,01 

Células da MCI/Total células 25,1 ± 2,3 20,1 ± 2,9 0,4573 0,1702 0,0635 

Células apoptóticas/Total células 17,2 ± 2,2 27,4 ± 2,7 0,08 

Células apoptóticas/Células da MCI 93,9 ± 28,5 308 ± 35,8 0,8924 < 0,0001 0,5893 
O número total de células presente nos embriões foi avaliado com DAPI, para contagem de células da MCI utilizou-se 

SOX 2 e células apoptóticas, TUNEL. Diferem quando P <0,05. Valores representam a média do número de células ± 

erro padrão da média. 

A contagem de células apoptóticas do D9 foi maior (P =0,0018) no PES 1 em 

comparação com o mesmo grupo no D7, nos demais grupos não houve interação entre 

tratamento e dia, portanto sem aumento da quantidade de células apoptóticas do D9 em 

em relação ao D7 do desenvolvimento. A relação entre a quantidade de células da MCI e 

o número total de células para os tratamentos no D7 não diferiu, mas houve uma tendência  

(P =0,06) de interação entre tratamento e dia sendo que a proporção de células da MCI 

em relação ao número total de células foi maior no D9 para o Controle e menor para os 

demais. O número total de células presente nos embriões tendeu a ser maior para o PES 

1 em comparação com o PES 0,16 (P= 0,0720). Os demais tratamentos não diferiram 

destes (Figura 6; Tabela 6). 

 

D9 

D7 

DAPI SOX 2 TUNEL 

FIGURA 5 - Representação de blastocistos bovinos no D7 e D9 do desenvolvimento embrionário, 

após maturação com PES, corados para avaliação do número total de células presente nos 

embriões (DAPI), contagem de células da MCI (SOX 2) e células apoptóticas (TUNEL).  

 

D7 D7 D7 

D9 D9 D9 
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TABELA 6 - Número total de células nos 

embriões provenientes de oócitos maturados 

com etossulfato de fenazina. 

DAPI Médias ± EPM 

CONTROLE 90,2 ± 6,5ab 

PES 0,16 77,1 ± 6,9b 

PES 0,4 80,1 ± 6,9ab 

PES 1 98,9 ± 6,8a 
  abMédias com sobrescritos incomuns, na mesma coluna, 

diferem (P =0,0720). 

5.4. Efeitos do etossulfato de fenazina nos lipídios embrionários  

As concentrações de lipídeos nos embriões para os triglicerídeos tiveram efeito 

principal de tratamento (P = 0,0180) e efeito de dia (P = 0,0001), quando comparamos 

D7 com D9. Os fosfolipídios e colesterol tiveram efeito de tratamento (P =0,0001) e dia 

(P <0,0001). Ao se avaliar por contraste os efeitos entre tratamentos observou-se que os 

triglicerídeos dos grupos tratados eram mais abundantes do que no Controle (P = 0,03). 

Para o PES 0,16 e 0,4 os triglicerídeos estavam 1,4 e 1,1 vezes, respectivamente, mais 

presentes do que para o PES 1 (P=0,05). Os fosfolipídios e colesterol diferiram entre o 

Controle e os tratados (P=0,01), mas entre tratamentos houve diferença só do PES 0,4 e 

PES 0,16 (P=0,0002) (Figura 7).  

A relação entre triglicerídeos e células presentes nos embriões não teve efeito de 

tratamento (P =0,1679), nem interação de efeito de tratamento com efeito de dia (P 

=0,4247). Os fosfolipídios e colesterol avaliados em relação ao número total de células 

dos embriões aumentou nos grupos tratados em relação ao Controle (P =0,0075), a maior 

quantidade foi no PES 0,16 (n =46), que tendeu a diferir do PES 1 (n =53; P=0,0525), 

sendo os demais semelhantes (Figura 7). 

c 

c 

PES 1 PES 0,16 

FIGURA 6 - Embriões bovinos no D7 corados com DAPI para avaliação 

do número total de células após serem maturados com 1 e 0,16 µM de 

PES. P <0,05. 
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FIGURA 7 - Avaliação dos lipídios embrionários. (A) - Embriões bovinos em D9 

(48h após descongelamento) corados com DAPI (azul) e Nile Red (filtro verde – 

triglicerídeos; filtro vermelho – fosfolipídios e colesterol) para avaliação da 

qualidade embrionária. (B) - Avaliação da concentração de lipídeos nos embriões. 

(C) - Avaliação da concentração de lipídeos e sua relação com a quantidade de 

células embrionárias.  abcMédias com sobrescritos incomuns, na mesma classe de lipídios, diferem 

P <0,05.  
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A proporção de gotas lipídicas em relação à quantidade de célula nos embriões teve 

efeito de dia (P = 0,0001), para os triglicerídeos, fosfolipídios e colesterol. Ao se 

comparar grupos entre D7 e D9 o efeito interativo dos triglicerídeos não foi significativo, 

ou seja, independente de tratamento a variação entre D7 e D9 foi semelhante entre os 

grupos. Sempre no D7 a concentração de triglicerídeos, fosfolipídios e colesterol foi 

menor comparado ao D9 independente de tratamento. Após a vitrificação verificou-se 

que a concentração de triglicerídeos aumentou 46% e os fosfolipídios e colesterol 

aumentaram aproximadamente 50% (Figura 8B).  

A quantidade de células presente nos embriões avaliados aumentou 22% do D7 

(62,4 ± 1,8) para o D9 (80,5 ± 2,4), já o aumento de lipídeos foi mais intenso. A relação 

entre triglicerídeos e a quantidade de células presente no embrião cresceu 28%, e para 

fosfolipídios e colesterol o aumento foi de 32% (Figura 8C).  

Houve interação entre o efeito de tratamento e dia (P = 0,0508) para a relação de 

fosfolipídios e colesterol em relação ao número total de células embrionárias (Figura 8D). 

No D7 todos os tratamentos foram iguais entre si, mas no D9 o grupo Controle apresentou 

menor concentração de fosfolipídios e colesterol em relação ao PES 0,16. Os tratamentos 

PES 1 e Controle no D9 não alteraram a concentração de lipídeos em relação ao número 

de células quando comparados aos grupos no D7. 
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FIGURA 8 - Embriões bovinos no D7 e D9.  (A) - Embriões bovinos corados com DAPI 

(azul) e Nile Red (filtro verde – triglicerídeos; filtro vermelho – fosfolipídios e colesterol) 

para avaliação da qualidade embrionária. (B) - Concentração dos diferentes lipídeos 

detectados pelo Nile Red no D7 e D9. P < 0,0001. (C) - Avaliação da relação da concentração 

de lipídeos com a quantidade de células presentes nesses embriões. P < 0,0001. (D) - 

Avaliação da relação da concentração de fosfolipídios e colesterol com a quantidade de 

células presentes nos embriões de D7 e D9. Interação dia com tratamento: P = 0,05. 
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Os diferentes tamanhos das gotas lipídicas presentes nos embriões não 

apresentaram resposta estatisticamente considerável (P = 0,1764). Mas as gotas lipídicas 

exibiram um padrão de disposição no embrião que poderia ser concentrada na região da 

MCI, distribuída em volta das células no blastocisto (pericelular) ou dispersa por todo o 

citoplasma (geral). Esse padrão mudou após a vitrificação. No dia 7 do desenvolvimento 

as gotas lipídicas se concentravam na região da MCI, após 48 horas de descongelamento 

elas estavam em menor concentração na MCI e distribuídas pelo citoplasma ou 

pericelularmente (Figura 9 e Figura 8A). 

 
FIGURA 9 - Distribuição citoplasmática das gotas lipídicas entre os embriões 

bovinos no D7 e D9 corados com Nile Red. Elas se concentravam na região 

da MCI (MCI), distribuída em volta das células dos blastocisto (pericelular) 

ou dispersa por todo o citoplasma (G). Efeito de dia: P<0,0001. 

6. DISCUSSÃO 

6.1. Produção in vitro de embriões bovinos maturados com etossulfato de 

fenazina 

Mesmo com o cuidado de selecionar apenas oócitos grau I e II para serem 

submetidos à maturação com o PES, por estes serem oriundos de abatedouros, possíveis 

diferenças entre lotes de animais (subespécie, estado nutricional, paridade, status 

reprodutivo) podem ter levado à interferência da réplica no resultado de produção. O 

período de produções de baixo desempenho, em que duas réplicas foram descartadas, 

coincidiu com o auge do verão, em que os animais abatidos estavam expostos ao estresse 

térmico por mais de 60 dias. O que pode ter efeitos na qualidade oocitária e capacidade 

de desenvolvimento destes, já que oócitos e embriões até o estádio de blastocisto são 

muito sensíveis ao calor, e o estresse térmico afeta severamente o desenvolvimento 

embrionário inicial (MACEDO et al., 2014) levando a menor taxa de blastocisto no verão 

(FERREIRA et al., 2011). 

Devido aos relatos de toxicidade do PES (O'FALLON e WRIGHT, 1986; RIEGER 

e GUAY, 1988; DUFRASNES et al., 1993; DE LA TORRE-SANCHEZ et al., 2006ª), 

testar diferentes doses nos oócitos auxiliaria a entender sua ação durante a MIV. As doses 

de 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2,5 e 10 µM foram testadas durante a MIV (DOWNS et al., 1998) de 
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camundongos e proporcionou que mais de 80% dos oócitos tivessem o RVG nas 

concentrações de 2,5 µM de PES. Esses resultados mostravam uma possível melhora na 

MIV oocitária in vitro, o que seria muito interessante para as produções de embriões 

bovinos. Mas, no presente estudo, a dose de 2,5 µM de PES em oócitos bovinos foi 

prejudicial, mesmo com uma exposição de menos de 24 horas ao fármaco. A clivagem 

não chegou a 45%, com muitos oócitos apresentando sinais de degeneração já nessa fase. 

Embriões no D7 não foram visualizados, no D8 a produção foi de 6% e apenas 1 embrião 

grau I foi produzido (1,4% do total de oócitos colocados para maturar).  

Nos demais tratamentos com PES neste trabalho ficou demonstrado que a melhora 

na MIV [aumento no RVG, detectado por Downs et al. (1998)] não se seguiu nas demais 

etapas da PIV quando o PES foi usado somente na MIV de oócitos bovinos. Na etapa de 

clivagem foi observado que o Controle clivou ao menos 8 pontos percentuais a mais do 

que os tratados com PES. Porém, quanto aos embriões produzidos, o PES 0,4 atingiu 

índices de produção similares ao do Controle enquanto os demais grupos produziram uma 

menor quantidade de embriões. 

Em outro estudo, os autores observaram que utilizando 0,9 µM de PES na CIV 

houve efeitos tóxicos (DE LA TORRE-SANCHEZ et al., 2006ª), no presente estudo a 

dose de 1 µM de PES introduzida na MIV não alterou a produção de embriões quando 

comparado aos outros grupos maturados com doses menores de PES. Este tratamento 

ainda mostrou taxas de sobrevivência, expansão e eclosão após vitrificação similares ao 

Controle.  

No presente estudo somente a dose de 0,4 não diferiu do Controle com relação à 

taxa de produção de blastocisto. A dose mais comumente usada para testes com o PES na 

CIV é de 0,3 µM (DE LA TORRE-SANCHEZ et al., 2006a; DE LA TORRE-SANCHEZ 

et al., 2006b; BARCELÓ-FIMBRES e SEIDEL Jr., 2007a; BARCELÓ-FIMBRES e 

SEIDEL Jr., 2007b; BARCELÓ-FIMBRES et al., 2009; SUDANO et al., 2010; 

GHANEM et al., 2014; VAQUERO et al., 2015), corroborando com isso. Doses menores 

de PES (0,1 e 0,3 μM) no trabalho de De La Torre-Sanchez et al. (2006ª) teve esse mesmo 

comportamento, mas 0,16 μM de PES avaliado neste estudo não apresentou esse 

comportamento. 

Dentre os embriões vitrificados, no presente estudo, mais de 70% daqueles 

originados dos tratamentos PES 0,4 e PES 1 que sobreviveram após 48 horas de 

descongelamento eclodiram no D9, como é o esperado no desenvolvimento fisiológico 

do embrião bovino para que ele tenha a capacidade de nidação no endométrio uterino 

(CHANG, 1952). Corroborando com os nossos achados, Ghanem et al. (2014) 

verificaram que a abundância transcricional do gene lipídico é maior nos embriões 

tratados com PES, e eles aumentaram a capacidade de eclosão pós-criopreservação 

(indicativo de criotolerância de embriões). 

A criopreservação endurece a zona pelúcida e retarda a eclosão dos blastocistos 

(KIM et al., 2017). Os principais fatores envolvidos na eclosão são o incremento do 

número de células nos embriões o que causa uma diminuição da espessura da zona 

pelúcida, além da digestão da zona pelúcida, por parte das enzimas proteolíticas 

(SAWADA et al., 1990; MONTAG et al., 2000). Assim, a avaliação da criotolerância é 

considerada como um marcador relevante da qualidade embrionária, a qual pode ser 
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avaliada pela taxa de eclosão (IMAI et al., 2002; LONERGAN et al., 2003; RIZOS et al., 

2003). Os nossos resultados sugerem que os embriões tratados com PES 0,4 e PES 1 

teriam uma maior chance de implantação embrionária, se esses embriões chegassem a ser 

transferidos à receptoras, considerando que a eclosão é um evento prévio crucial para 

posterior alongamento do blastocisto ao longo do lúmen uterino para uma área de 

aposição com o endométrio (CARROLL et al., 1990; MATSON et al., 1997).  

Rahme (2012) e Lim et al. (2007) testando ácido linoleico conjugado trans-10 cis-

12 e SFB e SFB vs BSA no cultivo, respectivamente, verificaram redução na taxa de 

sobrevivência embrionária às 48h de cultivo após descongelamento. Para as maiores 

doses de PES testadas aqui a taxa de sobrevivência não se alterou (52%) e a taxa de 

eclosão tendeu a aumentar (34,3%) em relação ao Controle (27,2%). Assim como os 

embriões bovinos tratados com PES por Ghanem et al. (2014), que tiveram maiores taxas 

de eclosão (45,5%) do que o Controle (38,1%). No nosso estudo, o tratamento com 0,4 

μM de PES não teve efeito deletério sobre a produção de embriões, 77,5% dos blastocistos 

que sobreviveram após 48 horas de descongelamento eclodiram, enquanto para o 

Controle 25% dos que sobreviveram que eclodiram, sinalizando um possível efeito 

benéfico. 

6.2. Efeitos do etossulfato de fenazina no acumulo lipídico oocitário  

Quando usado na maturação in vitro, o PES reduziu a concentração de 

triglicerídeos, fosfolipídios e colesteróis em todos os oócitos tratados. A maior redução 

em relação ao Controle foi dos triglicerídeos, mas a inibição do metabolismo dos 

triglicerídeos pode levar à diminuição da viabilidade oocitária, devido a importância do 

metabolismo destes durante a maturação do oócito (FERGUSON e LEESE, 1999; 

ROMEK et al., 2011). O principal lipídio em oócitos bovinos imaturos e maduros são os 

triglicerídeos (MCEVOY et al., 2000), eles são fonte de energia chave durante a 

maturação de oócitos bovinos e, potencialmente, durante o desenvolvimento embrionário 

pré-implantacional (FERGUSON e LEESE, 2006). 

Pelo nosso conhecimento, este é o primeiro trabalho que avalia a concentração de 

lipídios pela técnica de NR para oócitos tratados com o PES. As concentrações de 

fosfolipídios e colesterol não diferiram entre os grupos tratados, todos levaram à redução 

de gotas lipídicas em relação ao Controle. A redução de mais de 2 vezes na concentração 

de fosfolipídios e colesterol dos grupos tratados com o PES em relação ao Controle pode 

ser um dos fatores que afetaram a evolução após vitrificação dos embriões produzidos, 

juntamente com as alterações na concentração de triglicerídeos. Por exemplo, a redução 

do fosfolipídio tem um risco deletério, ele é necessário para a fixação de proteínas de 

membranas celulares no oócito mamífero (KANE e FAHY, 1993). Os grupos tratados 

com PES ainda levaram a uma redução exacerbada de triglicerídeos durante o 

desenvolvimento inicial do oócito que pode ter sido prejudicial para o desenvolvimento 

embrionário subsequente. Tais restrições ainda no início do desenvolvimento do oócito 

pode ter afetado sua dinâmica de desenvolvimento, o que refletiu nos percentuais de 

clivagem e embriões produzidos nos grupos tratados. 

É importante ressaltar que o conteúdo lipídico dos oócitos pode ser alterado pelo 

ambiente em que o oócito amadurece, particularmente pelos suplementos séricos e 
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lipídicos usados para a MIV. Oócitos bovinos maturados com SFB a 10% têm mais 

triglicerídeos e mais colesterol do que aqueles que amadureceram em condições livres de 

soro (KIM et al., 2001; DUNNING et al., 2014). No nosso estudo, os oócitos foram 

maturados com 10% de SFB, mas aqueles tratados com PES não tiveram esse aumento 

de triglicerídeos e colesterol já relatado em outras situações. 

Durante o curso da maturação do oócito, os depósitos lipídicos intracelulares 

sofrem mudanças. Em oócitos de porco, as gotículas lipídicas exibem um pronunciado 

padrão de distribuição periférica após a MIV (STURMEY et al. 2006; DUNNING et al., 

2014), o que, no presente estudo, foi detectado em maior quantidade nos oócitos 

maturados com 0,16 µM de PES e no Controle. Aardema et al. (2008) também relataram 

grande variação no número de gotículas lipídicas entre oócitos do mesmo ovário. Eles 

sugerem que os lipídios passam por mudanças e fazem parte da migração de diversas 

organelas que ocorre durante a maturação citoplasmática.  

A biossíntese e o armazenamento de lipídios, presente em níveis mais elevados em 

oócitos maturados in vitro do que em oócitos imaturos, ocorrem na aquisição da 

competência oocitária durante a foliculogênese (WRENZYCKI et al., 2007; 

GONZALES-SERRANO et al., 2013). Oócitos bovinos maturados in vitro exibem 

pequeno, mas significativo aumento no número de gotículas lipídicas em comparação 

com oócitos no estágio de VG (AARDEMA et al., 2011). Nessa fase fisiologicamente 

ocorre a biossíntese e o armazenamento de espécies lipídicas neutras (GONZALES-

SERRANO et al., 2013), como observado no nosso estudo no Controle, mas nos grupos 

tratados com PES houve a redução em mais de 75% da concentração de triglicerídeos e 

80% da concentração de fosfolipídios e colesterol nos oócitos maturados, efeitos que 

podem ter levado às diferenças encontradas durante as fases posteriores de cultivo.  

 

6.2.1. Efeitos de etossulfato de fenazina no diâmetro oocitário e 

organelas 

Em bovinos, oócitos de 115 μm podem alcançar a fase de RVG, mas, a capacidade 

de desenvolvimento embrionário só acontecerá se o diâmetro for superior a 120 μm 

(PAVLOK et al., 1992; CHAVES et al., 2010). Fair et al. (1995) relataram que oócitos 

bovinos se tornam mais competentes com o aumento do diâmetro, e Hyttel et al. (1997) 

relataram que oócitos bovinos carecem de plena capacidade de desenvolvimento até 

atingirem um diâmetro de 110 μm, excluindo a zona pelúcida, que é aproximadamente 

igual ao limiar de 140 μm (MCEVOY et al., 2000). Segundo Arlotto et al. (1996), em 

bovinos, oócitos de maior diâmetro apresentam maior potencial de desenvolvimento em 

blastocistos devido ao acúmulo de RNA mensageiro e de proteínas (LAZZARI et al., 

1994; CROCOMO et al., 2012). Todos os oócitos maturados avaliados nesse trabalho 

apresentavam diâmetros acima de 140 μm, portanto, neste aspecto, demonstraram 

capacidade de desenvolvimento embrionário. Além disso, o grupo PES 0,4 apresentou 

maior diâmetro, sugerindo com base nesta avaliação, que teve maiores chances de 

fertilizar e produzir embriões, o que não foi comprovado pelas nossas avaliações de 

clivagem e produção de embriões.  
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Fair et al. (1995) e Hyttel et al. (1997) indicam que o teor de lipídios de oócitos 

bovinos aumenta com o aumento do tamanho (MCEVOY et al., 2000). As mitocôndrias 

são homogeneamente distribuídas no oócito imaturo, com exceção no córtex do oócito 

imaturo, enquanto elas tendiam a ser distribuídas mais perifericamente no oócito 

amadurecido in vitro (STURMEY et al. 2006). A distribuição de gotículas lipídicas dentro 

do citoplasma de oócitos porcinos segue um padrão similar; uma distribuição homogênea 

em todo o citoplasma, com exceção do córtex interno do oócito imaturo. Isso muda 

ligeiramente durante a MIV, quando uma distribuição periférica mais pronunciada é 

aparente (STURMEY et al. 2006; STURMEY et al., 2009). No caso dos oócitos 

maturados com as maiores doses de PES (0,4 e 1) a distribuição dos lipídios 

citoplasmáticos foi em sua maioria homogeneamente distribuídas, já os grupos Controle 

e PES 0,16 tiveram aumento na quantidade de oócitos com lipídios distribuídos 

perifericamente. 

Uma possível explicação para a distribuição de gotículas lipídicas e mitocôndrias 

está relacionada à disponibilidade de oxigênio intracelular. A fim de gerar energia a partir 

da oxidação de lipídios (ou substratos exógenos), o oxigênio deve obviamente estar 

disponível para as mitocôndrias para atuar como um receptor de elétrons terminal. Parece 

plausível que as unidades metabólicas mitocondriais lipídicas se localizem na periferia 

do oócito, onde o oxigênio está mais prontamente disponível (HYTTEL et al., 1997; 

STURMEY et al., 2009), mas isso não chegou a ser detectado nos oócitos maturados com 

PES neste trabalho. 

Fleming e Saacke (1972) relataram uma estreita associação espacial entre o retículo 

endoplasmático e mitocôndrias em oócitos bovinos, bem como sua proximidade com 

gotículas lipídicas, formando assim efetivamente "unidades metabólicas" (KRUIP et al., 

1983). Teoria confirmada usando métodos de imagem avançados, que mostraram que 

gotículas lipídicas e mitocôndrias co localizam-se a uma distância aproximadamente 

equivalente à espessura de uma membrana celular, em oócitos porcinos in vitro 

(STURMEY et al., 2006). Viaris De Lesegno et al. (2008) observou a presença de 

gotículas lipídicas circundadas por retículo endoplasmático liso, o que poderia refletir o 

metabolismo de reservas lipídicas ou a síntese de lipoproteínas. Em contraste com a 

situação do oócito, há uma escassez de dados sobre a organização da gotícula lipídica e 

unidades metabólicas mitocondriais no embrião inicial (STURMEY et al., 2009), tais 

aspectos valem a pena ser mais bem explorados para entendermos melhor como o PES 

poderia atuar na maturação citoplasmática dos oócitos. 

6.2.2. Efeitos do etossulfato de fenazina nas fases da maturação 

Na maioria dos mamíferos, durante a vida intrauterina os oócitos iniciam a meiose 

após intensas mitoses. Diversos fatores inibitórios sintetizados pelas células da granulosa 

e presentes no fluido folicular interrompem as divisões meióticas na fase diplóteno da 

prófase I, morfologicamente designado como VG (MOTLIK et al., 1998; HURK et al., 

2005; CROCOMO et al; 2011). A regulação gonadotrófica do RVG é atribuída à 

interrupção da transferência de fatores inibidores da maturação ao oócito, decorrente da 

expansão das células do cumulus com consequente perda da comunicação intercelular 
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entre os CCOs e as células foliculares (DEKEL et al., 1981), já o estágio de MII é 

caracterizado pela presença dos cromossomos arranjados no centro do fuso e um 

corpúsculo polar no espaço perivitelínico (CROCOMO et al., 2011). A maturação 

oocitária é definida como o reinício e término da primeira divisão meiótica, do estágio de 

VG até a fase de metáfase II, acompanhada da maturação citoplasmática necessária para 

a fertilização e desenvolvimento embrionário (CHARPIGNY et al., 1997; GULART et 

al., 2015). Os oócitos maturados com PES 1 tiveram uma evolução mais acentuada das 

fases da meiose, com 75% dos oócitos maturados atingindo a fase de anáfase-telófase, e 

mais de 90% passaram da fase de RVG.  

O único trabalho que avaliou esse efeito do PES durante a MIV encontrou 

resultados similares, em que 96% dos oócitos de camundongos atingiram a fase de RVG 

ao serem maturados com 1 µM de PES (DOWNS et al., 1998), mas, pela nossa revisão, 

nunca foi avaliada a produção de embriões e resposta à vitrificação de oócitos maturados 

nessa condição, parâmetros mais confiáveis para verificar a real qualidade de oócitos 

maturados com o PES.  

O lipídio intracelular também desempenha um papel na maturação oocitária in vitro 

(STURMEY et al., 2009), neste caso o uso do PES demonstrou que a redução do acúmulo 

lipídico, possivelmente devido ao desvio da rota de acúmulo lipídico e estimulação das 

rotas das pentoses com maior formação de purinas, auxiliou na indução do 

desenvolvimento do oócito em fases mais avançadas da maturação a medida que 

aumentou a dose do PES. 

A maior porcentagem de oócitos maturados com a alta dose do PES não levou a 

maior produção de embriões deste grupo. Oócitos de animais pré-púberes também 

atingem a metáfase II a taxas semelhantes às dos animais adultos, mas a clivagem e 

desenvolvimento ocorre a taxas significativamente menores (DAMIANI et al., 1996). 

Possivelmente devido à maturação citoplasmática não ocorrer simultaneamente como a 

microscopia eletrônica de transmissão revelou, em que a maioria dos oócitos exibe algum 

atraso na migração e redistribuição de organelas após a maturação, o que não corrobora 

com a fertilização adequada e consequente baixa competência de desenvolvimento dos 

oócitos (DAMIANI et al., 1996), semelhante ao que ocorreu no presente trabalho.  

6.3. Efeitos do etossulfato de fenazina nos embriões 

A qualidade de um embrião pode ser definida por diversos fatores, alto número total 

de células, equilíbrio na quantia de células apoptóticas (BYRNE et al., 1999), boa 

quantidade de células na MCI e baixa concentração de gotas lipídicas, sendo itens 

desejáveis no embrião (OLIVEIRA et al., 2014).  Tais características podem aumentar as 

chances de gerar uma prenhez, que é o maior objetivo do estudo embrionário. O número 

total de células presente no embrião é o primeiro fator que vale a pena ser avaliado. Do 

número de células totais do embrião depende o desenvolvimento fetal normal 

(GARDNER e LANE, 1997). Nos oócitos maturados com PES, os embriões produzidos 

com o tratamento PES 0,16 tiveram a menor média de células totais (77,1 ± 6,9), em 

relação ao PES 1 (98,9 ± 6,8). 

No nosso trabalho quando usamos 1 µM de PES houve tendência de aumento no 

número total de células nos embriões em relação ao tratamento com 0,16 µM de PES. 
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Sudano et al. (2010) não observou relação para o número total de células entre os grupos 

de blastocistos frescos ou aquecidos, a dose do PES máxima usada por Sudano et al. 

(2010) foi 0,3 µM, a dose mais próxima à essa que usamos foi de 0,4 µM e também não 

detectamos diferenças no número total de células com esse tratamento. A redução no 

número total de células e o aumento na porcentagem de apoptose dos embriões aquecidos 

sobressaiu à dos frescos em nosso estudo, corroborando com os resultados dos autores 

acima citados.  

O estresse gerado pela criopreservação e recultivo correspondeu a um aumento de 

20,3 a 40,8% na taxa de apoptose quando blastocistos frescos e vitrificados foram 

comparados (SUDANO et al., 2010), no presente trabalho este aumento foi de 

aproximadamente 25%. Portanto pode-se constatar que ocorre um estresse nos embriões 

criopreservados e recultivados. Observou-se um aumento da porcentagem de ocorrência 

de apoptose após a vitrificação e recultivo nos grupos experimentais comparado aos 

embriões dos respectivos grupos frescos. 

Apesar da apoptose ser considerada um mecanismo endógeno, benéfico para 

melhora da qualidade embrionária (SUDANO et al., 2010), uma alta incidência deste 

processo é associada com a redução da viabilidade embrionária (BYRNE et al., 1999). 

Vários parâmetros já foram correlacionados com a capacidade dos embriões 

sobreviverem à criopreservação, no qual foi observado que o grau de células apoptóticas 

apresentou maior correlação com a sobrevivência do que o conteúdo de lipídeos 

(SUDANO et al., 2012), reforçando sua utilização como critério para avaliação da 

qualidade embrionária (SENA-NETTO et al., 2016), assim como observado no nosso 

estudo. 

No trabalho de De La Torre-Sanchez et al. (2006a), apesar da adição de PES na 

concentração de 0,9 μM no meio de cultivo, a partir do D2,5, apresentar um efeito tóxico, 

doses menores de PES (0,1 e 0,3 μM) não apresentaram diferença com relação à MCI e 

número de células quando comparadas com o Controle, corroborando com os resultados 

do presente trabalho para as doses de 1; 0,4 e 0,16 μM, contrastando apenas quanto ao 

efeito de 0,9 μM na CIV, que para De La Torre-Sanchez et al. (2006a) foi tóxico, enquanto 

que 1 μM na MIV, no nosso trabalho, não apresentou este efeito. 

Gajda et al. (2008) estudando a qualidade embrionária de embriões suínos, 

observaram que o uso de 0,025-0,075 μM de PES no meio de cultivo de embriões no 

estágio de duas células além de melhorar o desenvolvimento embrionário, resultou no 

aumento da qualidade, levando a redução de 25% da incidência de apoptose nos embriões 

tratados com PES. Tanto o número de células quanto a porcentagem de núcleos positivos 

para TUNEL foram menores nos grupos tratados com PES do que o Controle (GAJDA et 

al., 2008; GAJDA et al., 2011). Sabe-se que o desafio com embriões suínos em relação a 

conteúdo lipídico é grande, devido à grande quantidade de lipídio presente no citoplasma 

destes embriões (DINNYES et al., 2006). No nosso caso houve uma diferença de células 

TUNEL positivas maior no D9 do PES 1 em relação ao D7 deste tratamento, nos demais 

tratamentos não houve aumento do D7 para o D9. 

No presente trabalho a quantidade de células da MCI em relação ao número total 

de células não diferiu entre os embriões frescos, mas após o processo de vitrificação e 

recultivo o Controle apresentou maior proporção de células na MCI do que os grupos 
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tratados com o fármaco, sinalizando uma melhor qualidade do Controle, nesse quesito. 

Há maior índice de apoptose na MCI quando comparada com o trofoblasto em embriões 

bovinos (SUDANO et al., 2011; BYRNE et al., 1999). Como a linhagem celular, a partir 

da qual o feto se origina, é a MCI na qual a apoptose exerce um controle qualitativo 

rigoroso (BYRNE et al., 1999), sua maior concentração nessa área do embrião pode estar 

relacionada com efeitos vistos em embriões PIV resultando no crescimento anormal do 

feto (FARIN et al., 2004; DIAS et al., 2016).  

Ao se avaliar o número de células apoptóticas em relação ao número total de células 

é possível verificar o quanto aumentou a sua proporção após a vitrificação quando 

comparado aos embriões à fresco. Outro aspecto relevante é a redução do número total 

de células apresentada pelos embriões aquecidos após a vitrificação quando comparado 

ao número de células dos embriões frescos, fato este associado com o processo de 

degeneração celular, fazendo com que estas células não sejam coradas pelos corantes 

nucleares fluorescentes em função dos danos associados ao estresse sofrido pelos 

embriões durante a criopreservação (SUDANO et al., 2010). 

 

6.3.1.  Efeitos do etossulfato de fenazina nos lipídios embrionários 

Uma importante função biológica dos triglicerídeos é servir como forma de 

armazenamento de energia metabólica na preparação para eventos específicos de 

desenvolvimento, como a eclosão do blastocisto (FLYNN et al., 1978; DIEZ et al., 2001). 

Nas membranas celulares eucarióticas, entretanto, os fosfolipídios são os lipídios mais 

abundantes (VAN MEER et al., 2008; SUDANO et al., 2016), e de fato os fosfolipídios 

estavam em maior concentração do que os triglicerídeos nos blastocistos aqui avaliados. 

A concentração de triglicerídeos no Controle foi menor quando comparada com os 

tratados com PES, o que foi surpreendente. As concentrações de PES 0,16 e PES 0,4 

resultaram em embriões com maior concentração de lipídios do que o PES 1. Os embriões 

do grupo PES 0,16 chegaram a ter uma concentração 24% maior de triglicerídeos do que 

o Controle. Os embriões tratados com PES 0,16 quando atingiram D7 tiveram aumento 

de triglicerídeos, fosfolipídios e colesterol exacerbado mesmo com a redução lipídica 

durante a maturação se assemelhando aos demais grupos.  

Ao se avaliar a concentração de lipídios em relação à quantidade de células 

presentes nos embriões todos os grupos ficaram equivalentes entre si. A concentração de 

triglicerídeos aumentou mais de 46% do D7 para o D9 do desenvolvimento, após 

descongelamento. Como esse período é uma fase de rápido crescimento celular, 

comparou-se a concentração de lipídeos em relação à quantidade de células presentes 

nesses embriões, mesmo assim houve aumento de mais de 27% na concentração de 

triglicerídeos em relação ao número de células embrionárias.  

As gotículas lipídicas são os locais onde os lipídios são armazenados. Conforme 

exigido pelo corpo, esses lipídios armazenados são usados para produzir energia, 

como componentes de membrana e na sinalização lipídica (SOUZA et al., 2015), 

elementos essenciais após o descongelamento dos embriões. Moléculas 

anfipáticas, abundantes em ácidos graxos, podem comprometer a integridade 

da membrana e, uma vez transformadas em triglicerídeos são incorporados às gotículas, 
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que podem se tornar inócuas. Este fato pode explicar o grande acúmulo de gotículas 

lipídicas em embriões bovinos de PIV. Assim, as gotículas lipídicas atuam 

como moduladores da disponibilidade proteica e da sinalização lipídica no núcleo 

(SOUZA et al., 2015; DIAS et al., 2017), como observado a presença delas não foi o mais 

determinante para a sobrevivência ou morte após a vitrificação, e se elas tem um papel 

benéfico nesse momento pode ser alvo de futuras investigações.   

Fosfolipídios são componentes essenciais nas membranas biológicas e devem ser 

sintetizados de acordo com a divisão celular e o estado metabólico (FERREIRA et al., 

2014). Como a fase de expansão e eclosão é uma fase de intenso desenvolvimento celular 

o aumento desse tipo de lipídio nessa fase é esperado, nesse caso o PES 1 que possuía 

maior quantidade de células embrionárias em relação ao PES 0,16 também mostrou ter 

maior concentração desses lipídios. O impacto positivo do acúmulo de lipídios pode ser 

visto como um passo necessário na preparação de substratos lipídicos da membrana 

plasmática, devido à intensa atividade proliferativa do embrião em crescimento nesse 

período (ANNES et al., 2018). 

Do D7 para o D9 a concentração de fosfolipídios e colesterol dobrou, mesmo em 

relação ao crescimento celular a concentração desses lipídios cresceu mais de 32%. Sendo 

que no D7 todos os grupos testados apresentavam a mesma concentração desses lipídios 

em relação a quantidade de células presente nos embriões. Além dos requisitos de 

membrana da superfície celular, estudos em embriões de camundongos mostraram que o 

fosfolipídio é cada vez mais utilizado para organelas intracelulares ligadas a membranas 

à medida que a divisão celular prossegue (PRATT, 1980; MCEVOY et al., 2000).  

No D9 a quantidade de fosfolipídios e triglicerídeos em relação ao número total de 

células não mudou para os grupos PES 1 e Controle em relação ao que existia no D7, mas 

para o PES 0,16 e o PES 0,4 o aumento foi de até 41%. No D7 os lipídeos de forma geral 

estavam concentrados na região da MCI, enquanto no D9 eles estavam dispersos pelo 

citoplasma ou concentrados pericelular. De acordo com Annes et al., (2018) os 

blastocistos expandidos no D8 aumentaram os depósitos lipídicos quando comparados 

com os expandidos no D7, assim como em todas as situações neste trabalho, quando 

comparado os blastocistos do D7 e D9 houve aumento significativo dos lipídios 

analisados. Para Menezo et al. (1982) a quantidade de ácidos graxos em embriões de 

bovinos permaneceu estável do D7 ao D10, mas sua avaliação foi feita em embriões 

coletados in vivo, e sabe-se que embriões cultivados in vitro apresentam mais 

triglicerídeos e menor teor de fosfolipídios e ésteres de colesterol na sua composição 

quando comparados com embriões que se desenvolveram in vivo (SATA et al., 1999; 

REIS, et al., 2003; CHARPIGNY et al., 2003; PITANGUI et al., 2012). No caso dos 

embriões tratados com PES houve aumento de todos os tipos de lipídios avaliados do D7 

para o D9. 

As gotículas lipídicas intracelulares podem afetar as propriedades físicas das 

membranas celulares quando submetidas ao processo de criopreservação e 

descongelamento (DIEZ et al., 2001), mas a diminuição na concentração lipídica 

embrionária não foi o principal fator para determinar a sobrevivência à vitrificação nos 

demais grupos testados. A redução de fosfolipídios e colesterol nos oócitos foram 

semelhantes para todos os grupo tratados, enquanto o PES 1 foi o que mais reduziu a 
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concentração de triglicerídeos nos oócitos em relação ao Controle. Mesmo com esse 

efeito, na fase de blastocisto a concentração dos lipídios foi semelhante para o PES 1 e o 

Controle, diferindo só para o PES 0,16. Com relação aos fosfolipídios o PES 0,4 também 

diferiu do Controle. Mas as taxas de eclosão do PES 0,4 e o PES 1 tiveram uma tendência 

a ser melhor do que o Controle ou PES 0,16, e este ainda obteve menor concentração de 

células embrionárias.  

Embora a abordagem de encorajar embriões a esgotar metabolicamente os seus 

lipídios intracelulares de modo a aumentar a criotolerância possa ser de interesse para o 

congelamento de embriões, os efeitos fisiológicos do metabolismo de regulação 

ascendente são largamente desconhecidos. Isso é particularmente relevante dado o 

conceito do Embrião Tranquilo, pelo qual os embriões mais viáveis são metabolicamente 

"quietos" (LEESE, 2002; BAUMANN et al., 2007; LEESE et al., 2008). Portanto, 

sugerimos que é provavelmente imprudente regular exacerbadamente a atividade 

metabólica, já que isso pode estar relacionado à viabilidade subótima. Barceló-Fimbres 

et al. (2009) ainda demonstrou que a redução lipídica de embriões bovinos tem impacto 

negativo sobre a viabilidade de bezerros (revisado por STURMEY et al., 2009), fatores 

que ilustram como essa área requer mais pesquisas. 

7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

• O percentual de PES na MIV afetou o resultado de produção de embriões, mas a 

resposta não chegou a ser dose dependente pois 0,16 µM foi prejudicial, enquanto 0,4 µM 

não levou a esse efeito. 

 

• O PES foi capaz de reduzir todos os lipídios analisados nos oócitos quando usado 

na MIV, mas essa redução na concentração lipídica não levou a um aumento na produção 

de embriões.  

 

• O PES 0,4 não reduziu tanto quanto o PES 1 a concentração de triglicerídeos nos 

oócitos e não diferiu do Controle quanto à produção de embriões, portanto uma redução 

exacerbada de triglicerídeos (como ocorreu com 0,16 e 1 µM de PES) durante o 

desenvolvimento inicial do oócito pode afetar o desenvolvimento embrionário 

subsequente. 

 

• Os embriões em D7 não diferiram entre grupos para a qualidade celular. Após a 

vitrificação e recultivo aumentou o número de células apoptóticas no PES 1 comparado 

aos embriões em D7, mas este grupo também apresentou a maior quantidade de células 

embrionárias. Ao se avaliar proporcionalmente a relação de células apoptóticas e células 

totais não houve efeito significativo de nenhum tratamento, não podendo afirmar que o 

PES 1 foi prejudicial.  

 

• O Controle tendeu a ter uma maior proporção de células da MCI em relação às 

células totais quando comparado aos tratados, mas isso não resultou em maior taxa de 
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eclosão ou outras consequências que levassem a crer que o Controle apresentou melhor 

qualidade embrionária. 

 

• O uso do PES nas doses deste experimento induziu a maturação nuclear e reduziu 

a concentração de lipídeos nos oócitos, mas isso não se manteve nas demais fases do 

desenvolvimento embrionário, mostrando que o efeito não é permanente, e perdido o 

contato com o fármaco, a mudança metabólica por ele induzida não se mantém. Houve 

na verdade um efeito compensatório, aumentando a quantidade de lipídeos após o cultivo 

in vitro. Portanto seria interessante avaliações futuras que utilizassem o fármaco tanto na 

MIV quanto na CIV. 

 

• O PES 1 reduziu triglicerídeos, fosfolipídios e colesterol de forma significativa 

em relação ao Controle na MIV, mas se assemelhou ao Controle quanto ao acúmulo de 

lipídios já na fase embrionária. Mesmo com mais oócitos atingindo fases mais adiantadas 

de maturação, o uso de 1µM de PES na MIV não produziu mais embriões do que o 

Controle.  

 

• O fato de diminuir o acúmulo lipídico nos oócitos não foi o mais determinante 

para a criotolerância embrionária. Mas mais estudos são necessários visando a avaliação 

dos efeitos desta droga sobre o metabolismo ou a expressão genômica e proteômica do 

oócito e embrião. 

 

8. CONCLUSÃO 

O PES utilizado durante a maturação oocitária diminuiu a concentração de lipídios, 

triglicerídeos e colesterol nos oócitos, mas este efeito não se manteve nas demais etapas 

de cultivo in vitro dos embriões bovinos. Mesmo assim houve algum efeito benéfico com 

o uso do fármaco que tendeu a melhorar a eclosão embrionária após a vitrificação com as 

doses de 0,4 e 1 µM de PES.  
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