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SUPLEMENTAÇÃO DO MEIO DE TRANSPORTE COM ANTIOXIDANTES E 

MODULADORES DE AMP CÍCLICO COMO ESTRATÉGIA PARA MELHORAR A 

QUALIDADE DE OÓCITOS BOVINOS DESTINADOS À PRODUÇÃO IN VITRO DE 

EMBRIÕES 

 

 

RESUMO – O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da suplementação do meio 
com diferentes fontes de macromoléculas, com bloqueadores da meiose e com 
antioxidantes durante o transporte de oócitos bovinos por 6 horas sobre: 1) 
progressão da maturação nuclear; 2) maturação citoplasmática e 3) competência no 
desenvolvimento e criotolerância dos embriões produzidos. Para tanto, o meio de 
transporte de oócitos foi suplementado com bloqueadores da meiose (forscolina e 
IBMX; Experimento 1) ou com diferentes tipos de macromoléculas (SFB ou BSA; 
Experimento 2), sendo que estes tratamentos ainda receberam ou não a 
suplementação com antioxidantes (mistura de cisteína, cisteamina e catalase). Os 
oócitos foram incubados em incubadora portátil (Minitub®) para simulação de 
transporte. Posteriormente, foram submetidos à maturação in vitro (MIV) em 
incubadora a 5% de CO2 em ar até completar 24h e, em seguida, foram fecundados 
e os prováveis zigotos foram cultivados in vitro durante 7 dias. Foi feito um grupo 
controle adicional no experimento I: MIV em incubadora com 10% de SFB por 24h. 
No experimento II foram feitos dois grupos controle adicionais MIV em incubadora 
com 10% de SFB por 24h sem e com antioxidantes (cisteína, cisteamina e catalase). 
Nos experimentos 1 e 2 foi avaliada a cinética da maturação nuclear e a maturação 
citoplasmática (através do posicionamento de mitocôndrias, do potencial de 
membrana mitocondrial e do conteúdo intracelular de espécies reativas do oxigênio) 
após o transporte e após a MIV. Avaliou-se a taxa de clivagem (48 hpi) e de 
desenvolvimento embrionário até a fase de blastocistos (168 hpi) e re-expansão 
após 24 horas de re-cultivo. No experimento 1, a taxa de oócitos em GV foi maior 
nos oócitos (P<0,05) do grupo Transporte com bloqueador (37,9%) e menor no 
grupo Transporte sem bloqueador (10,1%), ambos estes grupos difeririam do grupo 
Controle (20,0%). Enquanto a taxa de GVBD foi maior (P<0,05) no grupo Transporte 
sem bloqueador (82,8%) e menor nos grupos Controle (77,0%) e Transporte com 
bloqueador (62,0%). Nos oócitos dos grupos tratados com antioxidantes, após 6h de 
transporte, a concentração intracelular de ROS foi maior (P<0,05) no grupo 
Transporte sem antioxidantes (1,5) e menor nos grupos Controle (1,0) e Transporte 
com antioxidantes (1,1). Com relação ao tratamento com bloqueadores, a contração 
de ROS foi maior (P<0,05) nos oócitos do grupo Transporte sem bloqueador (1,5) e 
menor nos grupos Controle (1,0) e Transporte com bloqueador (1,2). Após 24 horas 
de MIV houve interação entre os tratamentos (bloqueadores+antioxidantes), sendo 
que os oócitos dos grupos Transporte Pré-MIV com antioxidantes (1,0) e Controle 
(1,0) apresentaram a maior concentração de ROS (P<0,05), enquanto que os grupos 
Transporte controle (0,6) e Transporte Pré-MIV sem antioxidantes (0,5) exibiram as 
menores concentrações de ROS. Com relação ao potencial de membrana de 
mitocondrial (PMM), houve interação entre os tratamentos quando os oócitos foram 
valiados após 6 e 24 horas. Após 6 horas Transporte Pré-MIV sem antioxidantes 
(1,00) e Controle (0,9±0,08) apresentaram o maior PMM, que diferiu (P<0,05) dos 
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grupos Transporte Pré-MIV com antioxidantes (0,6) e Transporte controle (0,6). Após 
24 horas, os grupos Controle (1,00) e Transporte Pré-MIVcom antioxidantes (0,8) 
apresentaram o maior PMM, e diferiram (P<0,05) dos demais grupos (0,5-0,6). No 
experimento 2, a taxa de oócitos em GVBD foi maior (P<0,05) no grupo Transporte 
SFB (86,8%) e menor em Controle (77,0%), ambos os grupos foram semelhantes a 
Transporte BSA (82,8%). Nos oócitos dos grupos tratados com antioxidantes após 6 
horas as concentrações de ROS foi maior (P<0,05) no grupo Transporte sem 
antioxidantes (1,6) e menor nos grupos Controle sem antioxidantes (1,0), Controle 
com antioxidantes (1,1) e Transporte com antioxidantes (1,2) e após a MIV foi maior 
no controle (1,0) diferindo (P<0,05) dos demais grupos (0,5-0,7). Com relação ao 
PMM, após 6 horas de transporte houve interação entre os tratamentos 
(macromoléculas+antioxidantes), o grupo Controle (1,0) apresentou maior (P<0,05) 
PMM, e nos grupos Controle com antioxidantes (0,6), Transporte SFB com 
antioxidantes (0,6) e Transporte BSA (0,6) foi observado menor PMM. Após 24 
horas não foi verificado interação entre os tratamentos, nos oócitos tratados com 
antioxidantes, o grupo Controle (1,0) mostrou maior (P<0,05) PMM, os grupos 
Transporte sem antioxidantes (0,4) e Transporte com antioxidantes (0,5) 
apresentaram menor PMM. A adição de bloqueadores da meiose (IBMX associado à 
forscolina) ao meio de transporte de oócitos bovinos permite um transporte 
adequado por 6h, preservando a qualidade e integridade dos oócitos e permitindo 
uma produção embrionária semelhante à obtida in vitro a partir de oócitos que não 
foram submetidos ao transporte. 
 
 
Palavras-chave: bloqueadores da meiose, maturação in vitro, antioxidantes, 
macromoléculas, transporte de oócitos.  
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SUPPLEMENTATION OF TRANSPORT MEDIUM WITH ANTIOXIDANTS AND 

MODULATORS OF cAMP AS A STRATEGY TO IMPROVE THE QUALITY OF 

CATTLE OOCYTES INTENDED FOR PRODUCTION IN VITRO EMBRYOS 

 
Abstract - The objective of this study was to evaluate the effects of supplementation 

of the medium with different sources of macromolecules with blockers of meiosis and 

antioxidants during transport of bovine oocytes for 6 hours on: 1) progression of 

nuclear maturation; 2) cytoplasmic maturation and 3) competence in the 

development and cryotolerance of embryos produced. Therefore, the medium of 

transport oocytes was supplemented with blocking of meiosis (forskolin and IBMX; 

Experiment 1) or with different types of macromolecules (FCS or BSA; Experiment 2), 

and these treatments yet received or not antioxidant supplementation (mixture of 

cysteine, cysteamine and catalase). Oocytes were incubated in a portable incubator 

(Minitub®) for transport simulation. Posteriorly were submitted in vitro maturation 

(IVM) in incubator at 5% CO2 in air until to complete 24 hours and then were 

fertilized and presumptive zygotes were cultured in vitro for 7 days. Has been made 

an additional control group in the experiment I: MIV incubator with 10% FCS for 24 

hours (Control). In the second experiment were performed two additional control 

groups: IVM incubator with 10% FCS for 24 hours (Control); and IVM in an incubator 

with 10% FCS and antioxidants (cysteine, cysteamine and catalase) for 24 hours 

(Contr+Atx). In Experiments 1 and 2 were evaluated after nuclear maturation kinetics 

and cytoplasmic maturation (made by positioning mitochondria, the mitochondrial 

membrane potential and intracellular content of reactive oxygen species) of transport 

and after IVM. We evaluated the cleavage (48 hpi), embryo development to the 

blastocyst stage (168 hpi), and the re-expansion rate after 24 hours of re-cultivation. 

In experiment 1, the GVBD rate was higher (P<0.05) in Transport group (82.8%) and 

lower in control group (77.0%) and Transport with blocker (62.0%). In oocytes treated 

groups antioxidants, after 6 hours of transport, the intracellular concentration of ROS 

was higher (P<0.05) in Transport group (1.5) and lower in group Control (1.0) and 

Transport with Antioxidants (1.1). Regarding the treatment with blockers, ROS 

contraction was higher (P <0.05) in the oocytes Transport group (1.5) and lower in 

groups Ccontrol (1.0) and Transport with Blocker (1.2). After 24 hours of IVM 

interaction was observed between treatments (blockers+antioxidants), and the 

groups of oocytes Transport Pre-IVM + Atx(1.0) and Control (1.0) had the highest 

concentration of ROS (P<0.05), while Transport Control (0.6) and Transport Pre-IVM 

(0.5) groups exhibited the lowest concentrations of ROS. Regarding the 

mitochondrial membrane potential (MMP), there was an interaction between 

treatments when the oocytes were evaluated after 6 and 24 hours. After 6 hours 

Transport Pre-IVM (1.00) and Control (0.9 ± 0.08) had the highest MMP, which 

differed (P<0.05) Transport Pre-IVM + Atx (0.6) and Transport Control (0.6) groups. 

After 24 hours, the Control (1.0) and Transport Pre-IVM + Atx (0.8) groups had the 
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highest MMP and differ (P<0.05) from the others groups (0.5 to 0.6). In experiment 2, 

the GVBD oocyte rate was higher (P<0.05) in the Transport FCS group (86.8%) and 

lowest in Control FCS (77.0%), both groups were similar Transport BSA (82.8%). 

With respect to the concentration of ROS in the groups supplemented with 

macromolecules, after 6 hours was higher (P<0.05) in the TB group (1.5) and TS 

(1.3) and lower in CS (1.0). In oocytes groups treated with antioxidants after 6 hours 

ROS concentration was higher (P <0.05) in Transport group (1.6) and lower in 

Control (1.0), Control with Antioxidants (1.1) and Transport with Antioxidants (1.2) 

groups and after IVM was higher in Control (1,0)  differ (P<0.05) from the other 

groups (0.5 to 0.7). Regarding PMM, after 6 hours of transport was no interaction 

between treatments (macromolecules+antioxidants), Control (1,0) group had higher 

(P<0.05) MMP, and Transport BSA (0.6) was observed less MMP. After 24 hours 

was not verified interaction between treatments, in oocytes treated with antioxidants, 

the Control (1.0) group demonstrate higher (P<0.05) MMP, Transport (0.4) and 

Transport with Antioxidants (0.5) groups had a lower MMP. The addition of blocking 

meiosis (IBMX associated with forskolin) in oocytes transport medium permits 

adequate transport for 6h, preserving the quality and integrity of the oocyte and 

allowing embryo production similar to that obtained in vitro from oocytes that were 

not subjected to transport. 

 

Keywords: blocking meiosis, in vitro maturation, antioxidants, macromolecules, 

oocyte transport. 
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CAPITULO 1 – CONSIDERAÇOES GERAIS 

 

INTRODUÇÃO 

As biotecnologias da reprodução assistida vêm sendo empregadas em larga 

escala, tanto na reprodução humana quanto na reprodução animal, principalmente 

em bovinos. Destaca-se especialmente a produção in vitro (PIV) de embriões, que 

consiste na obtenção dos oócitos, maturação in vitro (MIV), fertilização in vitro (FIV) 

e cultivo in vitro (CIV) de embriões. Através da PIV é possível diminuir o intervalo 

entre as gerações e promover o melhoramento genético do rebanho, mas a técnica 

também proporciona outras vantagens, tais como a obtenção de embriões de 

fêmeas inférteis ou prenhas (MERTON et al.,2013).  

Para finalidades de pesquisa, os oócitos são geralmente obtidos a partir de 

ovários de abatedouro, mas a aplicação comercial exige a obtenção dos oócitos 

através da aspiração folicular guiada por ultra-sonografia (“ovum pick-up” - OPU) em 

fêmeas vivas. A OPU associada à PIV tem sido empregada em programas 

comerciais de reprodução bovina, pois através desta associação é possível 

aumentar o número de embriões de doadoras de elevado potencial genético 

(GUEMRA et al., 2014). 

Entretanto, a eficiência da PIV de embriões é considerada baixa quando 

comparada com a produção in vivo. Isto porque a aquisição da competência do 

oócito para retomar a meiose e, posteriormente, para se desenvolver em um 

embrião normal é gradual e ocorre ao longo da oogênese, sob controle e com 

suporte das células foliculares. Quando os oócitos são retirados do ambiente 

folicular, retomam a meiose espontaneamente sem estarem plenamente 

capacitados, não sendo capazes de suportar a FIV e ter um desenvolvimento 

embrionário normal (YANG et al., 1998). Devido a isso, a maturação in vitro é 

considerada como um passo primordial e decisivo, pois a qualidade dos oócitos e o 

meio de cultivo interferem diretamente na aquisição da competência oocitária e no 

futuro desenvolvimento do embrião (DEMYDA-PEYRÁS et al., 2013). 
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O bloqueio temporário da retomada da meiose tem sido utilizado como 

estratégia para que os oócitos tenham oportunidade de passar pelas as 

modificações necessárias para aquisição da competência. Esse tempo adicional, 

denominado cultivo de pré-maturação, pode propiciar uma oportunidade para que 

haja melhor sincronização entre maturação nuclear e citoplasmática, melhorando a 

capacitação do oócito (ADONA et al., 2008; FERREIRA et al., 2009). Diversos tipos 

de inibidores da meiose já foram utilizados com sucesso. A forscolina e o 3-isobutyl-

1-methylxanthine (IBMX), por exemplo, são moduladores do monofosfato de 

adenosina cíclico (AMPc) e, ao elevar os níveis de AMPc intraoocitário, mantêm o 

bloqueio meiótico (EZOE et al., 2015). 

Outra estratégia utilizada para otimizar as condições do cultivo de PIV é a 

adição de antioxidantes ao meio de maturação. Quando os oócitos são aspirados do 

folículo ovariano, perdem a defesa natural dos antioxidantes presentes no ambiente 

folicular. Desta forma, se tornam mais suscetíveis às ações prejudiciais de elevadas 

concentrações de espécies reativas de oxigênio (ROS) que são geradas em 

decorrência de vários fatores exógenos inerentes aos sistemas de cultivo, tais como 

exposição à luz, elevadas concentrações de oxigênio ou até mesmo certas 

substâncias presentes nos meios de cultivo (GUÉRIN et al., 2001). O desequilíbrio 

entre a capacidade antioxidante do oócito/embrião e o excesso de ROS pode levar à 

condição de estresse oxidativo, que pode acarretar em diferentes tipos de injúrias 

celulares, tais como peroxidação lipídica, oxidação de aminoácidos e ácidos 

nucléicos, bem como apoptose (FEUGANG et al., 2003).  

Assim, a adição de antioxidantes ao meio MIV poderia ser benéfica. A 

glutationa (GSH) é a principal proteção do oócito contra os efeitos das ROS, pois 

atua na manutenção do estado redução-oxidação (redox) das células, protegendo-as 

contra os danos oxidativos (DELEUZE & GOUDET, 2010) ao promover a 

detoxificação de peróxidos lipídicos e de proteínas tioladas, bem como a remoção 

das ROS, especialmente o peróxido de hidrogênio (H2O2) (JOHNSON & NARS-

ESFAHANI, 1994). Portanto, o aumento da síntese de GSH durante a maturação 

pode ser correlacionado com a competência do oócito para o posterior 

desenvolvimento embrionário inicial e viabilidade pós-criopreservação (FURNUS et 

al., 2008). A cisteína e a cistemina são moléculas precursoras de GSH e, quando 
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presentes no meio de cultivo, aumentam a sua síntese e, portanto, proporcionam 

maior proteção à célula. Visando maior proteção contra as ROS, pode-se associar 

também a catalase aos antioxidantes intracelulares cisteína e cisteamina, visto que é 

um antioxidante enzimático extracelular e poderá proteger os oócitos das ROS 

presentes nos meios de cultivo, favorecendo o sistema de produção in vitro de 

embriões. 

Devido à distância entre o laboratório e local de coleta dos oócitos, o 

transporte pode durar muitas horas e com isso diminuir a viabilidade dos mesmos, 

representando um desafio para a PIV comercial. O transporte dos oócitos em meio 

suplementado com bloqueadores da meiose (sistema de pré-maturação) e 

antioxidantes pode ser uma alternativa para melhorar a viabilidade e qualidade dos 

oócitos bovinos. Assim sendo, o presente estudo propõe a avaliação dos efeitos de 

um sistema pré-maturação que consiste da suplementação do meio de transporte 

com moduladores de AMP cíclico (forcolina e IBMX), com diferentes macromoléculas 

(SFB e BSA) e com adição de antioxidantes (cisteína, cisteamina e catalase) sobre 

as taxas de maturação nuclear, avaliação do potencial de membrana mitocondrial, 

distribuição citoplasmática de mitocôndrias, produção de espécies reativas de 

oxigênio, desenvolvimento embrionário até o estádio de blastocisto e criotolerância 

destes. Visando a melhora a qualidade dos oócitos e o subsequente 

desenvolvimento embrionário, assim como diminuir a concentração intracelular das 

ROS. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

A suplementação do meio de transporte com bloqueadores da meiose, 

diferentes macromoléculas e antioxidantes teve como objetivo melhorar a qualidade 

dos oócitos submetidos ao transporte, de modo a influenciar positivamente no 

desenvolvimento embrionário e criotolerância doa embriões. 

Os moduladores de AMPc, forcolina e IBMX, foram utilizados com o objetivo 

de bloquear a meiose e fornecer tempo adicional para a capacitação do oócito. 

Neste trabalho a associação da forscolina e do IBMX foi eficiente em bloquear a 

meiose temporariamente, e foi possivel otimizar o período de transporte. Entretanto 

não houve aumento nas taxas de clivagem, blastócitos e re-expansão dos embriões. 

A associação de antioxidantes intra- (cisteína e cisteamina) e extra-celulares 

(catalase) foi utilizada durante o transporte e na MIV, com intuito de diminuir a 

concentração intracelular de ROS nos oócitos. Porém a mistura e a dose dos 

antioxidantes utilizados foram eficientes apenas quando utilizado durante o 

transporte, onde as condições cultivos eram sub-ótimas. Não sendo evidenciada sua 

eficácia quando os foram avaliados a concentração intracelular de ROS ao fim da 

MIV. 

A suplementação do meio de transporte com fontes proteicas, SFB ou BSA 

não influenciou a qualidade oocitária, desenvolvimento embrionário e a 

criotolerância. Possivelmente porque o período da utilização foi muito curto, não 

sendo evidenciadas diferenças na qualidade dos oócitos submetidos ao transporte 

com SFB ou BSA. 

O transporte dos oócitos acelerou a meiose, assim sendo a suplementação do 

meio de transporte com bloqueadores da meiose pode ser uma alternativa para 

otimizar este período. É essencial a realização de pesquisas voltadas ao transporte 

de oócitos bovinos, pois quanto menor o estresse dos oócitos durante este período, 

melhor será a qualidade oocitária, desenvolvimento embrionário e criotolerância.  

 
 

 




