
RESSALVA 

Atendendo solicitação da  
autora, o texto completo deste 
doutorado será disponibilizado 

somente a partir de 
29-05-2027. 



i 

Verônyca Gonçalves Paula – Tese de Doutorado 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 

“JÚLIO DE MESQUITA FILHO” FACULDADE DE 

MEDICINA DE BOTUCATU 

Maysa Rocha de Souza 

Efeito da vitamina D em embriões na fase de pré-

implantação advindos de ratas diabéticas: Estudos in vivo e 

in vitro 

Tese apresentada à Faculdade de Medicina, 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de 

Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, para 

obtenção do título de Doutora em 

Tocoginecologia.  

(Área de Concentração: Embriologia) 

Orientadora: Profa. Dra. Débora Cristina Damasceno 

Coorientador: Prof. Dr. Gustavo Tadeu Volpato 

Botucatu 

2025 



ii 

Maysa Rocha de Souza 

Efeito da vitamina D em embriões na fase de pré-implantação 

advindos de ratas diabéticas: Estudos in vivo e in vitro 

Tese apresentada à Faculdade de Medicina, 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de 

Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, para 

obtenção do título de Doutora em 

Tocoginecologia. 

(Área de Concentração: Embriologia) 

Orientadora: Profa. Dra. Débora Cristina Damasceno 

Coorientador: Prof. Dr. Gustavo Tadeu Volpato 

Botucatu 

2025 



iii 



iv 

Impacto potencial desta pesquisa 

Os resultados deste estudo poderão fornecer evidências sobre o papel da vitamina D3 

na melhoria do desenvolvimento embrionário, especialmente em pré-embriões oriundos de 

um ambiente intrauterino comprometido pela hiperglicemia materna. A comparação entre os 

modelos in vitro e in vivo permitirá identificar se o cultivo em presença de vitamina D3 

reproduz de forma confiável os efeitos observados em condições fisiológicas, fortalecendo 

a utilização de modelos experimentais para investigar o impacto do diabetes materno sobre 

o desenvolvimento inicial. Esses achados poderão apoiar futuras estratégias para otimizar

meios de cultura e protocolos de suplementação, contribuindo para avanços na reprodução 

assistida e na compreensão de mecanismos que protegem o embrião em situações de estresse 

metabólico. 
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PROBLEMÁTICA DOS MEIOS DE CULTURA PARA EMBRIÕES DE RATOS 

 

RESUMO CAPíTULO 1 

 

Em mamíferos, diversos modelos in vitro usando células em desenvolvimento são descritos para explorar 

questões fundamentais da Biologia do Desenvolvimento, especialmente no caso de embriões humanos, que 

apresentam limitações éticas e técnicas para seu uso. O cultivo embrionário tem o grande desafio de reproduzir 

as condições intrauterinas naturais, essenciais para garantir o desenvolvimento adequado dos embriões. Em 

função da problemática existente para o preparo dos meios de cultura, em particular para ratos, nosso estudo 

teve como objetivo comparar a atuação de diferentes meios de cultura no desenvolvimento in vitro de embriões 

de ratos e discorrer sobre o melhor método de cultivo observado, considerando a morfologia e qualidade dos 

embriões antes da implantação. Ratas Sprague Dawley adultas receberam hormônios femininos para estimular 

a superovulação foram acasaladas para a coleta de seus zigotos 18 horas pós-injeção hormonal. Os zigotos 

foram submetidos a três diferentes meios de cultivo: mR1ECM, mKSOM-R e M16aa. Para cada meio, houve 

procedimentos diferentes para a incubação dos zigotos coletados das ratas. Todos os procedimentos deste 

estudo foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina de 

Botucatu_Unesp (Protocolo No. 2022/1432). P<0,05 foi considerado como limite de significância estatística. O 

meio mR1ECM e mKSOM-R apresentaram taxas maiores de clivagem dos embriões em comparação aos 

cultivados e incubados no meio M16aa. Quanto à taxa de blastocistos, foi verificado que os meios M16aa e 

mKSOM-R não proporcionam uma taxa adequada de desenvolvimento e apresentam mais embriões 

degenerados ao final do cultivo comparado ao meio mR1ECM. Portanto, concluímos que, após compararmos o 

desenvolvimento de embriões de ratas cultivados em três meios de cultura diferentes (mR1ECM, mKSOM-R e 

M16aa), o meio mR1ECM proporciona taxa de desenvolvimento e qualidade de embriões melhores, que 

favorecem a redução do número de ratas-mães a ser usado no estudo e viabiliza os experimentos in vitro. 

 

Palavras-chave: Meios de cultura, embrião, K-SOM, R1ECM, M16, ratos. 
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SEVERAL PROBLEMS OF CULTURE MEDIA FOR RAT EMBRYOS 

ABSTRACT OF CHAPTER 1 

Several in vitro models derived from mammalian developmental cells have been described to explore 

fundamental questions in developmental biology, especially in human embryos, which have ethical and 

technical limitations for use. Embryo culture presents the great challenge of reproducing natural intrauterine 

conditions, which are essential to ensure adequate embryo development. Due to the existing problems in 

preparing culture media, particularly for rats, our study aimed to compare the performance of different culture 

media during in vitro development of rat pre-embryos and discuss the best culture method considering the 

morphology and quality of the embryos before implantation. Adult Sprague Dawley rats received female 

hormones to stimulate superovulation and were then mated for collection of their zygotes 18 hours after 

hormonal injection. These zygotes were cultured in three different media: mR1ECM, mKSOM-R and M16aa, 

which are widely used for in vitro embryo culture but have controversial results. For each medium, there were 

different procedures for incubating the zygotes collected from rats. Ethics Committee on Animal Use (CEUA) of 

the Botucatu Medical School - Unesp approved all procedures in this study (Protocol Number: 2022/1432). 

P<0.05 was considered as the statistically significant limit. The mR1ECM and mKSOM-R medium showed higher 

embryo cleavage rates compared to those cultured and incubated in the M16aa medium. Regarding the 

blastocyst rate, the M16aa and mKSOM-R media showed no adequate development rate and present more 

degenerated embryos at the end of the culture compared to mR1ECM. Therefore, we conclude that, after the 

comparative analysis of the development of rat embryos cultured in three different culture media (mR1ECM, 

mKSOM-R and M16aa), the mR1ECM medium provides a better development rate and embryo quality, which 

favors the reduction of the number of rats in the study and makes in vitro experiments viable. 

Keywords: Culture media, embryos, K-SOM, R1ECM, M16, rat. 
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EFEITO DA VITAMINA D3 EM EMBRIÕES NA FASE DE PRÉ-IMPLANTAÇÃO ADVINDOS 

DE RATAS DIABÉTICAS 

RESUMO DO CAPÍTULO 2 

Mulheres com Diabetes mellitus tipo 2 (diabete pré-gestacional) têm um risco 2,69 vezes maior de infertilidade 

em comparação com mulheres sem diabetes. Além disso, o risco de infertilidade não resolvida por gravidez 

subsequente foi 3,40 vezes maior. O tratamento desta envolvendo dieta equilibrada, prática regular de 

exercícios físicos e/ou uso adequado de insulina tem impacto positivo na função reprodutiva. O objetivo foi 

verificar o efeito da vitamina D3 no útero de ratas diabéticas e em seus embriões para compreender melhor se 

esta suplementação durante o período pré-gestacional e no início da prenhez melhora as condições uterinas e 

o desenvolvimento embrionário, especialmente com relação ao quadro de estresse oxidativo gerado pelo

diabete. Todos os protocolos deste estudo foram aprovados pela CEUA local. Ratos da linhagem Sprague-

Dawley foram fornecidos por um centro especializado em produção animal e mantidos na no biotério sob 

condições controladas. Na vida adulta, as ratas não diabéticas (C) e diabéticas (DMod) (indução química na vida 

neonatal) foram tratadas durante 15 dias consecutivos com veículo (óleo de girassol) ou solução de vitamina 

D3 (VIT), diluída em óleo. Em seguida, foram acasaladas, continuaram sendo tratadas e, após a confirmação da 

prenhez (dia de prenhez- DP1), o tratamento ocorreu até o DP4. No dia seguinte, as ratas foram anestesiadas e 

eutanasiadas para exposição dos cornos uterinos para análises estrutural e imunoistoquímica das amostras 

uterinas e dos embriões para contagem, análise morfológica e de fluorescência (ROS e enzima antioxidante). 

p< 0,05 foi considerado como o limite de significância estatística. Em conclusão, as ratas diabéticas 

suplementadas com vitamina D3 tiveram redução da espessura do útero (endométrio, miométrio e perimétrio), 

da atividade secretora de glicogênio e do número de mastócitos ativados, além de promover acúmulo de 

colágeno, possivelmente pela inibição de metaloproteinases, aumentou proliferação celular e apoptose das 

células uterinas, dificultando o processo de remodelação uterina para receber o embrião. Os embriões de ratas 

diabéticas suplementadas tiveram menor número de células marcadas para GSH (antioxidante) e maior número 

de células positivas para MDA (oxidante). Além disso, apresentaram perda do potencial de membrana 

mitocondrial, conferindo comprometimento mitocondrial e consequente estresse oxidativo. Portanto, a 

vitamina D3, na dose e período de administração empregados, não trouxe melhoras significativas para o útero 

materno e para o embrião, especialmente com relação ao estresse oxidativo gerado pelo diabete, inviabilizando 

uma adequada implantação embrionária. 

Palavras-chave: colecalciferol, estresse oxidativo, diabete, pré-implantação, embrião. 



xvi 

 

EFFECT OF VITAMIN D3 ON PREIMPLANTATION EMBRYOS FROM DIABETIC RATS 

 

ABSTRACT OF CHAPTER 2 

 

Women with type 2 diabetes mellitus (pregestational diabetes) have a 2.69-fold higher risk of infertility 

compared to women without diabetes. Furthermore, the risk of unresolved infertility due to subsequent 

pregnancies was 3.40-fold higher. Treatment of this condition involving a balanced diet, regular exercise, and/or 

adequate use of insulin has a positive impact on reproductive function. The objective was to verify the effect of 

vitamin D3 on the uterus of diabetic rats and their embryos to understand better whether this supplementation 

during the pregestational period and early pregnancy improves uterine conditions and embryonic development, 

especially concerning the oxidative stress generated by diabetes. All protocols of this study were approved by 

the local CEUA. Sprague-Dawley rats were provided by a center specialized in animal production and kept in the 

vivarium under controlled conditions. In adulthood, non-diabetic (C) and diabetic (DMod) rats (chemically 

induced in neonatal life) were treated for 15 consecutive days with vehicle (sunflower oil) or vitamin D3 solution 

(VIT) diluted in oil. They were then mated, continued to be treated and, after pregnancy confirmation 

(pregnancy day - DP1), treatment continued until DP4. The following day, the rats were anesthetized and 

euthanized for exposure of the uterine horns for structural and immunohistochemical analysis of uterine 

samples and embryos for counting, morphological and fluorescence analysis (ROS and antioxidant enzyme). p 

< 0.05 was considered as the limit of statistical significance. In conclusion, diabetic rats supplemented with 

vitamin D3 had reduced uterine thickness (endometrium, myometrium, and perimetrium), glycogen secretory 

activity, and the number of activated mast cells, in addition to promoting collagen accumulation, possibly by 

inhibiting metalloproteinases, increased cell proliferation and apoptosis of uterine cells, hindering the uterine 

remodeling process for receiving the embryo. Embryos from supplemented diabetic rats showed fewer cells 

stained for GSH (an antioxidant) and more cells positive for MDA (an indicator of oxidative stress). In addition, 

they showed loss of mitochondrial membrane potential, conferring mitochondrial impairment and consequent 

oxidative stress. Thus, vitamin D3, at the administered dose and treatment period, failed to induce significant 

improvements in either the maternal uterus or the embryo, especially regarding the oxidative stress generated 

by diabetes, preventing adequate embryo implantation. 

 

Keywords: colecalciferol, oxidative stress, diabetes, pre-implantation, embryo. 
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ALTERAÇÕES OXIDATIVAS NO ÚTERO E EMBRIÕES DE RATAS DIABÉTICAS NA 

DECIDUALIZAÇÃO 

 

 

RESUMO DO CAPÍTULO 3 

 

Este estudo investigou o estado redox embrionário e no tecido uterino de ratas diabéticas após a implantação 

dos embriões, período de decidualização (dia 10 de prenhez). Ratos da linhagem Sprague-Dawley foram 

fornecidos por um centro especializado em produção animal e mantidos no biotério sob condições controladas. 

Na vida adulta, as ratas não diabéticas (C) e diabéticas (DMod) (diabete induzido quimicamente na vida 

neonatal). Aos 75 dias de idade, todas as fêmeas foram submetidas a um teste oral de tolerância à glicose 

(TOTG) para confirmação do estado diabético. Os animais foram aleatoriamente alocados em dois grupos: 

Controle (não diabético) e DMod (diabete moderado). Após o agrupamento, as fêmeas foram acasaladas com 

machos não-diabéticos. No 10º dia gestacional, as ratas foram eutanasiadas para coleta de amostras de útero 

e dos embriões. Os embriões foram congelados rapidamente em TRIzol para extração de RNA e análise de PCR 

em tempo real para avaliar enzimas antioxidantes (catalase, glutationa peroxidase, superóxido dismutase) e 

posterior análise da expressão de Sry. As amostras uterinas foram fixadas e processadas para imunoistoquímica, 

visando marcação de superóxido dismutase (SOD1- antioxidante) e malondialdeído (MDA- marcador de 

lipoperoxidação). Foram usados os testes t de Student ou o Exato de Fisher, com significância de p<0,05. Não 

houve diferença na expressão gênica de enzimas antioxidantes dos embriões. Quanto à expressão do gene Sry, 

as ratas diabéticas tiveram maiores taxas de embriões fêmeas. As análises das imunomarcações uterinas para 

SOD foram menores e as para MDA não estavam alteradas, mostrando que houve aumento da utilização da 

enzima antioxidante que controlou a lipoperoxidação no útero. Portanto, o estresse oxidativo induzido pela 

hiperglicemia materna foi contido no tecido uterino devido à ação da enzima antioxidante SOD, mostrando uma 

adaptação antioxidante precoce para auxiliar na implantação do embrião. Nos embriões, não houve 

modificação na defesa antioxidante e houve maior número de embriões fêmeas nas ratas diabéticas, restando 

entender o papel do dimorfismo sexual em relação ao sistema redox. 

 

Palavras-chave: Rato, Diabete, Embrião Estresse oxidativo, Antioxidante.  
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UTERINE AND EMBRYONIC OXIDATIVE CHANGES IN DIABETIC RATS DURING 

DECIDUALIZATION 

 

 

ABSTRACT OF CHAPTER 3 

 

This study aimed to investigate the redox state of embryos and uterine tissue in diabetic rats after embryo 

implantation (decidualization period - day 10 of pregnancy). Sprague-Dawley rats were obtained from a 

specialized animal production facility and housed in a vivarium under controlled conditions. In adulthood, non-

diabetic (C) and diabetic (DMod) rats (with chemically induced diabetes during the neonatal period) were 

selected. At 75 days of age, all females underwent an oral glucose tolerance test (OGTT) to confirm the diabetic 

condition. The animals were then randomly assigned to two groups: Control (non-diabetic) and DMod 

(moderate diabetes). After grouping, the females were mated with non-diabetic males. On the day 10 of 

pregnancy, the rats were euthanized for the collection of uterine and embryonic samples. Embryos were rapidly 

frozen in TRIzol for RNA extraction and real-time PCR analysis to assess antioxidant enzyme expression 

(catalase, glutathione peroxidase, and superoxide dismutase), as well as subsequent analysis of Sry gene 

expression. Uterine samples were fixed and processed for immunohistochemistry to detect superoxide 

dismutase (SOD1 – an antioxidant enzyme) and malondialdehyde (MDA – a marker of lipid peroxidation). 

Student’s t-test or Fisher’s exact test was used for statistical analysis, with significance set at p < 0.05. No 

differences were observed in the gene expression of antioxidant enzymes in the embryos. Regarding Sry gene 

expression, diabetic rats showed a higher proportion of female embryos. Uterine immunostaining for SOD1 was 

decreased, while MDA levels were unchanged, suggesting increased utilization of the antioxidant enzyme SOD, 

which controlled lipid peroxidation in the uterus. Therefore, oxidative stress induced by maternal 

hyperglycemia was mitigated in the uterine tissue through the SOD actio, indicating an early antioxidant 

adaptation that supports embryo implantation. In embryos, antioxidant defenses were unaltered, and there 

was a higher incidence of female embryos in diabetic rats, highlighting the need for further investigation into 

the role of sexual dimorphism in the redox system. 
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CAPÍTULO 1 

PROBLEMÁTICA DOS MEIOS DE CULTURA PARA EMBRIÕES DE RATOS

Este capítulo será formatado de acordo com as normas para autores e submetido ao periódico 

Biology of Reproduction (Fator de Impacto = 3,1). 
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INTRODUÇÃO 

Nos últimos anos, uma diversificada de modelos in vitro derivados de células (de mamíferos) em 

desenvolvimento foi descrita visando explorar questões fundamentais na Biologia do Desenvolvimento, 

particularmente no caso do embrião humano, que apresentam limitações éticas e técnicas de seu uso (Fu et al., 

2021; Moris et al., 2021). Esses modelos abrem novos caminhos para avanços biomédicos de fertilização in vitro 

(FIV), pesquisa clínica e triagem de medicamentos com impacto na sociedade em diversos campos (Moris et al., 

2021). O cultivo de embriões enfrenta o grande desafio de reproduzir as condições intrauterinas naturais, 

essenciais para garantir o desenvolvimento embrionária adequado. O ambiente uterino fornece fatores 

bioquímicos, físicos e mecânicos que regulam a divisão celular, a ativação genômica e a preparação para a 

implantação embrionária. Se essas condições não forem as ideais, os embriões poderão sofrer bloqueios no 

desenvolvimento, menor taxa de viabilidade e apresentar estresse oxidativo (Besenfelder & Havlicek, 2023). 

Padronizar o cultivo de embriões continua sendo um desafio, especialmente em animais de laboratório, 

porque existem dificuldades de entendimento quanto ao fenômeno conhecido como “bloqueio de duas células 

e de quatro células” (Mayer & Fritz 1974; Ouhibi et al., 1994; Agca & Agca, 2014). Este bloqueio ocorre in vitro 

e, geralmente, acontece durante a fase de ativação do gene zigótico. Esta interrupção na clivagem ocorre em 

embriões de diferentes mamíferos (Telford et al., 1990, Yamada & Nishikimi, 1999). Os meios de cultura de 

embriões de mamíferos mostram similaridade com soluções fisiológicas de cloreto de sódio, como Earle 

Balanced Saline Solution, Tyrode solution e KRB (bicarbonato de Krebs-Ringer). O meio M16 é baseado em 

Tyrode solution, conhecido como um meio de cultura convencional e é usado rotineiramente na cultura de 

embriões de camundongos (Whitten, 1971). Também foi usado experimentalmente para desenvolver embriões 

de rato, embora sem sucesso devido ao bloqueio de desenvolvimento (Popova et al., 2011). Nos anos 90, ainda 

não havia nenhum meio de cultura que desenvolvesse embriões de ratas com sucesso (Miyoshi, 2016) e, alguns 

meios, tiveram suas composições modificadas após a compreensão da fisiologia (metabolismo energético) dos 

embriões de mamíferos (Miyoshi et al., 1995a; Men et al., 2023). Miyoshi et al. (1995a) sintetizaram meios 

especiais para desenvolver embriões de ratas e criaram o R1ECM (meio de cultura de embriões de 1 célula de 

rata). Após a inclusão de aminoácidos e redução da osmolaridade, os mesmos pesquisadores o renomearam de 

mR1ECM (meio de cultura de embriões de 1 célula de rato modificado) (Miyoshi et al. 1995b). Apesar do êxito 

no desenvolvimento dos meios de cultura para ratos, estes ainda são comercialmente de difícil acesso e há 

necessidade de alto investimento em insumos para fabricação própria nos laboratórios de pesquisa. Em 2016, 

Nakamura et al. (2016) desenvolveram o KSOM-R para embriões de rato, inspirado no meio KSOM (Potassium 

simplex optimized media), considerado padrão-ouro na cultura de embriões de camundongos, com a diferença 

de que, no meio de ratos, não havia fosfato de potássio e a proporção de cloreto de potássio e de aminoácidos 

foi dobrada. 
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Vários estudos mostram que embriões de mamíferos se desenvolvem melhor em tensão reduzida de 

oxigênio (Hashimoto et al., 2000; Bavister, 2004; Popova et al., 2011). Outros afirmam que concentrações mais 

altas de oxigênio são tóxicas, provavelmente, devido à formação de radicais livres de oxigênio, que induzem 

efeito prejudicial, não apenas no desenvolvimento in vitro, mas também no metabolismo (Orsi & Leese, 2001) 

e na expressão gênica dos embriões (Rinaudo et al., 2006). Porém, existem centros de pesquisa que ainda não 

possuem estrutura e investimento para manter incubadoras com baixa tensão de oxigênio, optando pela 

incubadora de alta tensão. 

Com relação aos estudos translacionais utilizando murinos (ratos e camundongos), cabe destacar que o 

rato desempenha um papel crucial na pesquisa biomédica graças às suas características biológicas e fisiológicas 

que complementam as pesquisas realizadas com camundongos. Estes roedores procriam rapidamente em 

grande número e são adequados para alojamento em um ambiente de pesquisa (McCarron et al., 2021). 

Quando comparados com os camundongos, os ratos são consideravelmente maiores, o que permitem estudos 

exploratórios aprimorados e fornecem maior quantidade de amostras de tecidos para diferentes tipos de 

análises. Possuem anatomia, fisiologia e farmacocinética bem caracterizadas, com isso, ratos têm sido 

amplamente utilizados em pesquisas biomédicas para ensaios farmacológicos e toxicológicos (Tuggle et al., 

2014; McCarron et al., 2021). Além disso, ratos são particularmente importantes para avaliar os efeitos do 

diabete materno no desenvolvimento embrionário (Mattsson et al., 2021), visto que há anos pesquisas tentam 

compreender os fatores etiológicos e os mecanismos fisiopatológicos envolvidos na infertilidade e falhas 

gestacionais em mulheres diabéticas (Livshits & Seidman, 2009; Szaboova & Devendra, 2015; Mattsson et al., 

2021). Outro fator positivo para o uso de ratos é que as similaridades aos humanos os tornam relevantes para 

a pesquisa translacional (Ghasemi & Jeddi, 2023).  

Além das dificuldades citadas acima, existe ainda uma escassez de estudos na literatura que descreva 

uma metodologia mais detalhada e padronizada com estratégias para aumentar a chance de sucesso no cultivo 

de embriões de ratos, bem como ausência de microfotografias que mostre a morfologia e a qualidade destes 

embriões pós-cultivo. Em função desta problemática, nosso estudo teve como objetivo comparar a atuação de 

diferentes meios de cultura no desenvolvimento (in vitro) de embriões de ratos e discorrer sobre o melhor 

método de cultivo, considerando a morfologia e qualidade dos embriões antes da implantação. 
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Anexo 2- Comprovante de submissão de manuscrito 




