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OTIMIZAÇÃO DO MEIO DE TRANSPORTE DE OÓCITOS BOVINOS 
DESTINADOS A PRODUÇÃO in vitro DE EMBRIÕES 

 
 

RESUMO – O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da inibição da 
meiose com inibidores farmacológicos ou biológicos durante o transporte de oócitos 
bovinos por 6 horas sobre: 1) progressão da maturação nuclear; 2) maturação 
citoplasmática e 3) competência no desenvolvimento e qualidade dos embriões 
produzidos. Para tanto, o meio de transporte de oócitos foi suplementado com 
butirolactona-I (BL), milrinona (MR), IBMX e forskolina (CL) ou fluido folicular puro 
(FF) e o meio de maturação somente do grupo transportado com IBMX e forskolina 
foi suplementado com cilostamida. Os oócitos foram incubados em incubadora 
portátil (Minitub®) para simulação de transporte, durante 6h. Posteriormente, foram 
submetidos à maturação in vitro (MIV) até completar 24h e, em seguida, foram 
fecundados e os prováveis zigotos foram cultivados in vitro durante 7 dias. Foram 
feitos dois grupos controle no experimento I: MIV em 5% de CO2 em ar por 24h (C1); 
MIV por 6h na transportadora e mais 18h em 5% de CO2 em ar (C2). No 
experimento II foram feitos três grupos controle: MIV com 10% de SFB (Contr SFB); 
MIV com 0,6% de BSA (Contr BSA); MIV por 6h na transportadora e mais 18h em 
5% de CO2 em ar (Contr Transp) No primeiro experimento foi avaliada a cinética da 
maturação nuclear após o transporte e durante a MIV, quando também foi avaliada a 
expansão das células do cumulus. As avaliações da maturação citoplasmática após 
o transporte e ao final da MIV foram feitas pelos seguintes parâmetros: avaliação do 
posicionamento de mitocôndrias, do potencial de membrana mitocondrial, do 
posicionamento dos microfilamentos de actina, da taxa de apoptose e do conteúdo 
intracelular de espécies reativas do oxigênio. No experimento 2, foi feita a avaliação 
da taxa de clivagem (72 hpi) e do desenvolvimento embrionário até a fase de 
blastocistos (168 hpi), sendo que a qualidade dos embriões foi avaliada pela 
contagem do número total de células e taxa de apoptose, assim como pela 
determinação da atividade das caspases. No experimento 1, a taxa de oócitos em 
metáfase II após 24h de MIV não foi afetada (P>0,05) pelos tratamentos (61,2%-
74,7%). A expansão das células do cumulus foi maior (P<0,05) no grupo FF após as 
6h e não diferiu entre os grupos ao final da MIV (4,8%-5,0%). A distribuição dos 
microfilamentos de actina na categoria difusa (37,4%) foi maior (P<0,05) após 6h de 
MIV no grupo MR quando comparado aos oócitos imaturos (6,4%) e ao grupo FF 
(8,1%), porém foi predominante na categoria normal e não diferiu (P>0,05) entre os 
grupos ao final da MIV (65,5%-84,2%). A distribuição citoplasmática de mitocôndrias 
foi predominantemente periférica (47,8%-73,3%) em oócitos imaturos e dispersa 
(77,7%-89,0%) após a MIV. O potencial de membrana mitocondrial foi semelhante 
(P>0,05) entre os grupos (148,3-168,1) após 6h e 24h de MIV os oócitos dos grupos 
C1 (231,9) e C2 (219,8) apresentaram maior (P<0,05) potencial de membrana 
mitocondrial quando comparados aos grupos MR (155,2) e FF (161,9), porém não 
diferiram de BL (189,5). A quantidade intracelular de ROS após 6h foi menor 
(P<0,05) no grupo BL (141,9) comparado com MR (160,8) e ambos foram 
semelhantes (P>0,05) aos demais tratamentos (145,8-153,7). A taxa de apoptose 
em oócitos imaturos (1,5%) e após o transporte (6h) no grupo C1 (1,3%) foi menor 
(P<0,05) quando comparados com MR (13,8%) e C2 (12,0%) e não diferiram 
(P>0,05) de BL (7,5%), CL (7,8%) e FF (7,1%), não houve diferença (P>0,05) na 
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taxa de apoptose em oócitos maturos (2,3%-8,8%). No experimento 2, a taxa de 
clivagem foi maior (P<0,05) para o grupo Contr SFB (84,5%) quando comparada aos 
demais (59,6%-70,9%). O desenvolvimento embrionário do grupo Contr SFB 
(39,8%) foi maior (P<0,05) quando comparado a Contr Transp (22,6%) e MR 
(21,6%) e todos estes foram semelhantes (P>0,05) aos demais (23,6%-28,7%). O 
número total de células em embriões do grupo Contr SFB (85,2) foi maior (P<0,05) 
do que os dos grupos Contr BSA (53,6), Contr Transp (55,5), BL (58,3), CL (57,9) e 
MR (59,1), e todos foram semelhantes (P>0,05) ao grupo FF (67,7). A taxa de 
apoptose avaliada pelo ensaio TUNEL não diferiu (P>0,05) entre os tratamentos 
(12,3%-15,7%), assim como a atividade das caspases que não apresentou diferença 
(P>0,05) entre os grupos experimentais (139,0-152,4).	
   A adição de inibidores da 
meiose (butirolactona-I, IBMX associado à forskolina e fluido folicular), com exceção 
da milrinona, ao meio de transporte de oócitos bovinos permite um transporte 
adequado por 6h, preservando a qualidade e integridade dos oócitos, permitindo 
uma produção embrionária semelhante à obtida in vitro a partir de oócitos que não 
foram submetidos ao transporte. 

 
 

Palavras-chave: inibição da meiose, maturação in vitro, transporte de oócitos 
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IMPROVEMENT OF OOCYTE TRANSPORTATION CULTURE MEDIA FOR THE 
PURPOSES OF in vitro PRODUCTION OF BOVINE EMBRYOS  

 
 

ABSTRACT – The aim of this trial was to evaluate the effects of meiotic 
inhibiton with biological and pharmacological inhibitors during transportation of 
bovine oocytes for 6 hours in: 1) nuclear maturation progress; 2) cytoplasmic 
maturation and 3) embryo development and quality. Thus, the transportation media 
were supplemented with butyrolactone-I, milrinone, IBMX and forskolin or follicular 
fluid. Oocytes were transported during 6 hours and then submitted to in vitro 
maturation (IVM) until completing 24 hours, then they were fertilized and the 
presumptive zygotes cultured during 7 days. There were made two control groups in 
the first experiment: 24h IVM in 5% CO2 in air (C1); 6h IVM in transport and 18h 
more in 5% CO2 in air (C2). In the second experiment there were made three control 
groups: IVM with 10% FCS (Contr FCS); IVM with 0,6% BSA (Contr BSA); 6h IVM in 
transport and 18h more in 5% CO2 in air (Contr Transp). Experiment 1 evaluated 
nuclear maturation kinetics and cumulus cell expansion. Cytoplasmic maturation was 
also evaluated after transport and after IVM through the evaluation of mitochondria 
position and membrane potential, actin microfilaments distribution. Apoptotic rates 
and intracellular measurement of reactive oxygen species were evaluated as well. 
Experiment 2 evaluated cleavage (72 hpi) and blastocyst (168 hpi) rates and embryo 
quality by total cell number, apoptosis and caspases activity. In experiment 1 no 
differences (P>0.05) were observed between treatments in metaphase II rates after 
24h IVM (61.2%-74.7%). Cumulus cells expansion was higher (P<0.05) in FF group 
after 6h and there were no differences (P>0.05) between treatments after IVM (4.8-
5.0). Actin microfilaments distribution was higher (P<0.05) in MR group for diffuse 
category (37.4%) after 6h IVM when compared to immature (6.4%) and FF groups 
(8.1%), but it was predominantly in normal category and did not differ (P>0,05) 
between groups after IVM (65.5%-84.2%). Mitochondrial cytoplasmic distribution was 
mosty peripheral (47.8%-73.3%) in immature oocytes and disperse (77.7%-89.0%) 
after IVM. There were no differences (P>0.05) in mitochondrial membrane potential 
after 6h (148.3-168.1) and after IVM it was higher (P<0.05) in C1 (231.9) and C2 
(219.8) when compared to MR (155.2) and FF (161.9), but did not differ (P>0.05) 
from BL (189.5). Intracellular amounts of ROS after 6h was lower (P<0.05) in BL 
(141.9) than in MR (160.8) and both were similar (P>0.05) to the others. Apoptosis 
rate in immature oocytes (1.5%) and after 6h in C1 (1.3%) was lower (P<0.05) than 
MR (13.8%) and C2 (12.0%) and did not differ (P>0.05) from BL (7.5%), CL (7.8%) 
and FF (7.1%). In mature oocytes, there were no differences (P>0.05) in apoptosis 
rates. In experiment 2, cleavage rates was higher (P>0.05) for Contr FCS group 
(84.5%) when compared to the others (59.6%-70.9%). Embryo development was 
higher (P<0.05) in Contr FCS (39.8%) in comparison to Contr Transp (22.6%) and 
MR (21.6%), and those were similar (P>0.05) to the others (23.6%-28.7%). Total cell 
number in embryos from the group Contr SFB (85.2%) was higher (P<0.05) than 
Contr BSA (53.6%), Contr Transp (55.5%), BL (58.3%), CL (57.9%) and MR (59.1%), 
and they did not differ from FF (67.7%). TUNEL evaluation of apoptosis did not differ 
(P>0.05) between treatments (12.3%-15.7%), and the caspases activity (139.0-
152.4) did not differ (P>0.05). The addition of meiotic inhibitors (butyrolactone-I, 
IBMX associated to forskolin and follicular fluid), with exception of milrinone, for the 
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transport medium of bovine oocytes allows an adequate transport for 6h, preserving 
the quality and integrity of oocytes, promoting an embryo production similar to that 
obtained in vitro by oocytes that were not submitted to transport. 
 
 
Keywords: meiotic inhibition, in vitro maturation, oocyte transportation 
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CAPÍTULO 1 – Considerações gerais 
 
 
1. INTRODUÇÃO 

  

 

O desenvolvimento da técnica de punção folicular guiada por ultrassonografia 

(ovum pick up – OPU) permitiu a obtenção de oócitos de qualidade de animais 

previamente selecionados para programas de produção in vitro de embriões (PIV), 

abrindo novos caminhos para multiplicação de animais de interesse econômico e 

melhorando as taxas de transferência de embrião, no que diz respeito ao número de 

bezerro/vaca/ano (PEIXER, 2000; DENIS, 2008). Nesse caso, oócitos obtidos a 

campo são transportados em incubadora portátil, sem controle de atmosfera gasosa, 

na qual se inicia o processo de maturação in vitro (MIV) durante sua jornada até o 

laboratório. Devido a isso, o transporte do oócito na incubadora portátil requer 

condições de cultura similares aos padrões de incubação com controle da 

atmosfera, todavia, essa condição ideal só é conseguida apenas por algumas horas 

e o cultivo em ar atmosférico pode ocasionar vários danos aos oócitos, o que pode 

comprometer sua viabilidade (CHEN et al., 2005). Por isso, a forma de transporte de 

oócitos e os possíveis danos causados a eles devem ser investigados. 

A MIV de oócitos não apresenta a mesma eficiência quando comparada a que 

ocorre in vivo. Entretanto, é uma das fases mais importantes da PIV, pois é nesse 

período que o oócito termina de adquirir capacidade de ser adequadamente 

fertilizado e prosseguir o desenvolvimento embrionário. Pois, a maturação oocitária é 

necessária para que ocorra o bloqueio à polispermia e a formação do pró-núcleo 

após a fertilização, isso ocorre pela redistribuição das organelas citoplasmáticas 

durante esse período (HURK; ZHAO, 2005). A maturação oocitária envolve as 

etapas de maturação nuclear, maturação citoplasmática e maturação molecular. 

Nesta fase o oócito armazena mRNAs, proteínas e fatores de transcrição 

(FERREIRA et al., 2009) necessários para manter o desenvolvimento inicial do 

embrião até a transição materno-zigótica (ativação dos genes do embrião). 
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Indubitavelmente, muitos fatores biológicos agem de forma conjunta para 

preparar o oócito imaturo para o desenvolvimento bem sucedido a um embrião 

depois da fecundação. Alterações na maturação oocitária podem ser causadas por 

inadequada maturação nuclear ou citoplasmática, ou mesmo por falha em ambas 

(YANG et al., 1998). Várias alternativas vêm sendo pesquisadas para melhorar a 

competência de desenvolvimento dos oócitos in vitro como, por exemplo, o uso de 

inibidores da meiose. 

 A inibição da meiose antes da maturação é uma ferramenta importante no 

estudo dos possíveis fatores envolvidos na indução da capacitação oocitária após a 

remoção dos oócitos do ambiente folicular, já que após a retirada destes do folículo 

a maturação nuclear (retomada da meiose) é iniciada, mas nem sempre o oócito 

passou por todas as transformações necessárias para suportar a fecundação e o 

desenvolvimento embrionário, pois a completa maturação citoplasmática pode não 

ter ocorrido. Isto porque, in vivo o reinicio da meiose é resultado do estímulo 

gonadotrófico próximo da ovulação (HURK; ZHAO, 2005), o que promove 

modificações em moléculas reguladoras da meiose e causa fosforilações proteicas 

mediadas por proteínas cinases e desfosforilações mediadas por fosfastases 

(WEHREND; MEINECKE, 2001). Entretanto, in vitro, a remoção do oócito do folículo 

ovariano pelo procedimento de aspiração folicular, estimula a retomada precoce da 

meiose (BLONDIN et al., 1997), o que pode alterar a capacitação oocitária. Assim, 

sugere-se o uso de inibidores da meiose por um período prévio a maturação, de 

forma que essa capacitação seja completa ao término do processo (HENDRIKSEN 

et al., 2000). Essa alternativa pode permitir melhor controle da maturação do oócito 

e ter efeitos positivos sobre o desenvolvimento embrionário subsequente. 

 O estabelecimento de um sistema que melhore a qualidade da maturação do 

oócito bovino é essencial para a melhoria da PIV, principalmente, quando os oócitos 

são obtidos em fazendas ou centrais de doadoras localizadas a grandes distâncias 

dos laboratórios. Com este intuito, este trabalho busca acrescentar informações 

referentes às condições de transporte e sincronização da maturação nuclear e 

citoplasmática para a adequada maturação do oócito bovino. Desta forma, nesse 

estudo utilizaremos inibidores biológicos e farmacológicos da meiose e avaliar seus 

efeitos durante o transporte de oócitos bovinos destinados à PIV. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
2.1. Maturação de oócitos 

Maturação oocitária é o processo no qual o oócito completa a primeira divisão 

meiótica e progride até a fase de metáfase II (MII), ao mesmo tempo em que 

ocorrem alterações na disposição de organelas citoplasmáticas (MEHLMANN, 

2005). A maturação envolve alterações nucleares, citoplasmáticas e moleculares, 

que são eventos relativamente independentes entre si e que garantem a capacitação 

do oócito para expressar seu potencial após a fecundação (FERREIRA et al., 2009). 

A capacidade do oócito retomar a meiose e se tornar maturo, denominada 

competência meiótica ocorre durante a foliculogênese e coincide com a formação do 

antro folicular, no entanto, a competência meiótica não indica a competência 

oocitária, pois a maturação citoplasmática pode não estar completa (SÁNCHEZ; 

SMITZ, 2012). A maturação citoplasmática inclui a reorganização de organelas 

celulares, a migração das mitocôndrias para próximo do núcleo e o acúmulo de 

grânulos corticais sob o oolema (HURK; ZHAO, 2005). Ainda, é necessária para que 

o oócito tenha condições de bloquear a polispermia e formar os pró-núcleos após a 

fertilização. 

 
2.1.1 Maturação nuclear 

A maturação nuclear de oócitos envolve a progressão (retomada) da meiose a 

partir da fase de prófase I, no estágio de diplóteno, progredindo até MII, quando 

ocorre outro bloqueio que se estende até a fertilização (MOTLIK et al., 1998; HURK; 

ZHAO, 2005).  

A redução meiótica garante que o gameta receba metade do número de 

cromossomos presentes nas células somáticas, sendo a citocinese assimétrica, o 

oócito se divide em uma grande célula haploide e dois corpúsculos polares (LI et al., 

2005). 

In vivo, o inicio da maturação ocorre antes da ovulação, quando o oócito em 

prófase I retoma a meiose pelo estímulo do hormônio luteinizante (LH), mas em 

procedimentos in vitro a retomada da meiose pode ocorrer independente da 
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presença dessa gonadotrofina, ou seja, de forma espontânea após a remoção do 

oócito do ambiente folicular (BILODEAU-GOESEELS, 2011).  

Após o pico endócrino de secreção de LH, as células do cumulus se 

expandem devido à produção de ácido hialurônico (SÁNCHEZ; SMITZ, 2012), 

ocasionando o fechamento das junções GAP que fazem a comunicação entre o 

oócito e as células do cumulus, culminando na condensação da cromatina (LODDE 

et al., 2013). 

O ambiente folicular é responsável pelo bloqueio e pela retomada da meiose 

(GILCHRIST, 2011) que é controlado pelos níveis intraoocitários de monofosfato de 

adenosina cíclica (AMPc). O AMPc pode ser produzido pelo oócito ou pelas células 

foliculares ao redor dele (MEHLMANN, 2005), é sintetizado pela adenilato ciclase 

(BILODEAU-GOESEELS, 2011) e transferido das células foliculares para o interior 

do oócito através das junções do tipo GAP, responsáveis pelo controle da maturação 

(DEKEL, 2005). As fosfodiesterases (PDE) são responsáveis pela degradação do 

AMPc (SASSEVILLE et al., 2009). 

As células foliculares mantêm o oócito em prófase I (MEHLMANN, 2005) 

pelos altos níveis de AMPc no interior do oócito, que por sua vez suprimem a 

atividade do fator promotor de maturação (MPF) por estimular a proteína cinase A 

(PKA) e, a retomada da meiose é devida ao decréscimo dos níveis de AMPc 

(DEKEL, 2005; GILCHRIST, 2011).  

Os altos níveis de AMPc no oócito mantém a PKA ativa e a ciclina 

dependente de cinase (CDK) fosforilada e inativa (BILODEAU-GOESEELS, 2011). A 

diminuição das concentrações intraoocitárias de AMPc reduz a atividade catalítica 

da PKA, permitindo a ativação da cdc25, desfosforilação das CDK 1 na treonina 14 e 

tirosina 15 e o fator promotor de maturação (MPF) fica ativo (MELHMANN, 2005; 

BILODEAU-GOESEELS, 2011). Essas alterações permitirão a ruptura da vesícula 

germinativa, condensação dos cromossomos e formação do fuso meiótico (DEKEL, 

2005). A queda do AMPc também envolve a ativação da proteína cinase ativada por 

mitógenos (MAPK), uma outra cinase envolvida na maturação oocitária (DEKEL, 

2005; HURK; ZHAO, 2005). Na indução da maturação pelo hormônio folículo 

estimulante (FSH) ela é importante (LI et al., 2012). A MAPK é regulada pela 
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proteína MOS e sua inibição não impede o oócito de completar a primeira divisão 

meiótica, porém dificulta o bloqueio em MII (DEKEL, 2005). 

O MPF é uma proteína formada por uma ciclina B, a subunidade regulatória e 

pela cinase p34cdc2, a subunidade catalítica (HURK; ZHAO, 2005). A ciclina B regula 

a atividade do MPF e o estado de fosforilação da cinase p34cdc2 a qual é uma CDK 1 

que determina quando o MPF assume sua forma ativa ou inativa (MERMILLOD et 

al., 2000; KNOCKAERT et al., 2002). O MPF ativo é capaz de fosforilar as proteínas 

que formam o envelope nuclear e as envolvidas na condensação da cromatina e 

reorganização do citoesqueleto (HURK; ZHAO, 2005). A atividade do MPF é elevada 

imediatamente após a retomada da meiose, antes da quebra da vesícula 

germinativa (GVBD), é máxima em metáfase I (MI) e cai antes da formação do 

primeiro corpúsculo polar, voltando a aumentar antes de iniciar a segunda divisão 

meiótica (DEKEL, 2005). 

O oócito bloqueado em prófase I é caracterizado pela estrutura nuclear 

chamada de vesícula germinativa (VG). Com a retomada da meiose ocorre a GVBD, 

os cromossomos se condensam e a placa da MI se forma, completando a primeira 

divisão meiótica, com a segregação dos cromossomos homólogos entre o oócito e o 

primeiro corpúsculo polar; subsequentemente, há a formação da placa da MII 

(DEKEL, 2005). A extrusão do primeiro corpúsculo polar indica o fim da meiose I e o 

oócito fica bloqueado em MII. Com a fecundação ou através de ativação 

partenogenética tem inicio a meiose II que termina com a extrusão do segundo 

corpúsculo polar (LI et al., 2005). 

Em um estudo da cinética da maturação nuclear durante a MIV, LI et al. 

(2005) reportaram que a GVBD se inicia após 6h e é completa após 8h, a MI ocorre 

com 14h e a MII é atingida na maioria dos oócitos ao redor de 20h. 

 
2.1.2 Maturação citoplasmática 
 A maturação citoplasmática envolve a redistribuição das organelas 

citoplasmáticas (mitocôndrias, ribossomos, retículo endoplasmático liso e rugoso, 

grânulos corticais e complexo de Golgi), a dinâmica dos filamentos do citoesqueleto 

e a maturação molecular (FERREIRA et al., 2009).  
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 Os eventos que ocorrem durante a maturação citoplasmática consomem 

energia e, por isso, o movimento das mitocôndrias para áreas de alto consumo de 

energia é imprescindível (MAO et al., 2014). 

As mitocôndrias são organelas responsáveis pela produção de energia na 

forma de adenosina trifosfato (ATP) pela fosforilação oxidativa (CUMMINS, 2004; 

TARAZONA et al., 2006; MAO et al., 2014). Em oócitos imaturos as mitocôndrias 

estão dispostas na região periférica do citoplasma e, após a maturação a 

distribuição se torna mais central, podendo estar dispostas na forma de “clusters” ao 

redor de vacúolos citoplasmáticos e gotas de lipídios (STOJKOVIC et al., 2001). 

Existe uma relação entre a formação de “cluster” mitocondrial e a produção de ATP, 

sendo a reorganização das mitocôndrias e a produção de ATP dependentes da 

competência oocitária, nos oócitos mais competentes há maior formação de cluster 

e produção de ATP durante toda a maturação (JESETA et al., 2014). 

A relação entre a atividade e a distribuição das mitocôndrias assim como a 

quantidade de ATP antes da ativação do genoma são fatores essenciais para 

determinar a competência do embrião bovino (TARAZONA et al., 2006). 

O potencial de membrana mitocondrial indica a atividade metabólica dessa 

organela, bem como a funcionalidade da cadeia respiratória na geração de ATP, 

visto que resulta da transferência de íons hidrogênio através da membrana interna 

durante o transporte de elétrons e fosforilação oxidativa (HUA et al., 2012). 

Mudanças na atividade mitocondrial durante a maturação estão relacionadas com a 

competência oocitária, sendo que em oócitos competentes ela aumenta duas vezes 

antes da retomada da meiose e antes do final da maturação, enquanto que em 

oócitos menos competentes só é aumentada significativamente uma vez antes do 

fim da maturação (JESETA et al., 2014).  

A atividade mitocondrial está presente somente em alguns oócitos imaturos e, 

após a maturação, ela aumenta, provavelmente, pela necessidade de ATP para 

eventos que ocorrem durante a maturação. Neste momento, a distribuição das 

mitocôndrias se torna difusa pelo citoplasma (TARAZONA et al., 2006). 

 O citoesqueleto promove o reposicionamento das organelas, o qual depende 

das necessidades da célula durante cada etapa do desenvolvimento. Assim, elas 

assumirão posições diferentes no estádio de VG e MII (FERREIRA et al., 2009). A 
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dinâmica das alterações no citoesqueleto, principalmente de microtúbulos e 

microfilamentos, promovem a regulação da formação do fuso meiótico, alinhamento 

e segregação dos cromossomos, movimentação do material nuclear do centro para 

a região cortical e emissão dos corpúsculos polares (LI et al., 2005). 

 Os microfilamentos consistem de unidades de actina globulares e compactas 

(MAO et al., 2014). Estes compõem a maior parte do citoesqueleto e são 

responsáveis por promover a divisão celular (KIM et al., 2000). Sendo assim, a 

maturação nuclear é dependente do citoesqueleto (ROTH; HANSEN, 2005). 

 Durante todo o processo de maturação oocitária, os microfilamentos se 

dispõem na região cortical do oócito (LI et al., 2005), onde eles ficam associados à 

membrana plasmática e promovem o remodelamento da estrutura celular através da 

regulação das proteínas ligadas à actina (SUN; SCHATTEN, 2006). 

 No estádio de VG, os microfilamentos também se localizam ao redor do 

núcleo (KIM et al., 2000) e, desta fase até a anáfase I, não se ligam aos 

cromossomos. No início da anáfase I, os cromossomos permanecem rodeados por 

microfilamentos e na transição para telófase I, a maior parte deles permanece junto 

à cromatina destinada a ser o corpúsculo polar. Quando da extrusão do corpúsculo 

polar, no oócito em MII, os microfilamentos se posicionam no corpúsculo polar (LI et 

al., 2005) e entre a cromatina, indicando sua importância no processo de maturação 

oocitária (KIM et al., 2000). 

 Entre os oócitos que não atingem MII, 50 a 60% possuem anormalidades na 

morfologia cortical dos microfilamentos, caracterizadas por degeneração em 

múltiplos pontos da camada cortical ou pelo enfraquecimento da mesma, sugerindo 

a inabilidade desses oócitos em polimerizar a actina F (SOMFAI et al., 2011). As 

alterações no citoesqueleto podem desencadear a apoptose (ROTH; HANSEN, 

2005). 

  

2.2. Inibidores da meiose 
O estádio de VG deve ser mantido até que o oócito complete seu crescimento 

(SÁNCHEZ; SMITZ, 2012) e, é durante o bloqueio meiótico que os oócitos adquirem 

alta competência para o desenvolvimento (HASHIMOTO et al., 2002), pois os baixos 

níveis de AMPc durante o bloqueio antes da maturação aumentam o tempo para que 
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a maturação citoplasmática se torne completa (GUIXUE et al., 2001). Portanto, na 

tentativa de aumentar a competência dos oócitos MIV podem ser utilizados 

inibidores da maturação nuclear que agem nas proteínas cinases ou nas PDE, 

responsáveis pelo controle do AMPc, ou ainda na ativação do MPF. 

Ao modular os níveis de AMPc é possível equiparar a competência de oócitos 

MIV com os maturados in vivo (GILCHRIST, 2011), pois os altos níveis de AMPc são 

importantes na manutenção do bloqueio da meiose por ativação da PKA e inativação 

da CDK1. A diminuição destes níveis inativam a PKA, ativam a CDK1 e, 

consequentemente, ocorre a progressão da meiose (LI et al., 2012). 

Tem sido sugerido o bloqueio ou inibição da maturação nuclear de forma que 

o oócito tenha mais tempo para acumular moléculas importantes para o 

desenvolvimento embrionário inicial, podendo melhorar a eficiência da PIV 

(BILODEAU-GOESEELS, 2012).  

Inibidores de CDK são utilizados para prevenir a retomada precoce da 

meiose, permitindo a maturação citoplasmática adequada, aumentando a 

competência para a fertilização e posterior desenvolvimento embrionário 

(KNOCKAERT et al., 2002). Dentre estes, os principais inibidores descritos na 

literatura com utilização em oócitos bovinos são a butirolactona I (ADONA; LEAL, 

2004; ADONA; LEAL, 2006) e a roscovitina (MERMILLOD et al., 2000; MARQUES et 

al., 2011). Ambos são inibidores da cdc2 (BILODEAU-GOESEELS, 2012), além da 

bohemina (ADONA e LEAL, 2006), os quais inibem seletivamente a atividade do 

MPF (KNOCKAERT et al., 2002), mas não interferem nos níveis proteicos e na 

localização da MAPK e da p34cdc2 (QUETGLAS et al., 2010). A butirolactona I inibe a 

GVBD de forma reversível e também está associada à inibição do MPF e da MAPK 

(KUBELKA et al., 2000). 

Inibidores de PDE são capazes de bloquear a meiose por inibir a ação desta 

enzima, responsável pela degradação do AMPc (ALBUZ et al., 2010; SASSEVILLE 

et al., 2009; THOMAS et al., 2002). Dentre eles, os mais utilizados em oócitos 

bovinos são o 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) (LODDE et al., 2013), cilostamida 

(THOMAS et al., 2002; SASSEVILLE et al., 2009), milrinona (NARUSE et al., 2012) 

e rolipram (SASSEVILLE et al., 2009). 
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Cilostamida e milrinona são inibidores específicos das PDE tipo 3, a família 

das PDE expressa predominantemente nos oócitos (SASSEVILLE et al., 2009). A 

adição de cilostamida na maturação retarda a diminuição dos níveis de AMPc 

(ALBUZ et al., 2010). O uso de milrinona em oócitos proporciona níveis satisfatórios 

de competência para o desenvolvimento embrionário após transferência nuclear 

(NARUSE et al., 2012). Já o rolipram é um inibidor das PDE tipo 4, a família 

expressa predominantemente nas células do cumulus, o qual é efetivo em mimetizar 

a indução da maturação nuclear por gonadotrofinas (LÓPEZ et al., 2008). 

Albuz e colaboradores (2010) propuseram um sistema de MIV, denominado 

SPOM (“simulated physiological oocyte maturation”) que consiste em uma fase de 

pré-maturação na presença de IBMX e forskolina por 1 a 2 horas, com o objetivo de 

aumentar rapidamente as concentrações de AMPc no oócito, seguida por um 

período mais longo de MIV, na presença de cilostamida, visto que a exposição 

contínua dos oócitos a um inibidor da PDE 3 melhora o potencial destes oócitos para 

o desenvolvimento embrionário. O SPOM foi capaz de aumentar a taxa de 

fertilização e de blastocistos quando comparado a MIV tradicional. 

O fluido folicular pode ser utilizado como alternativa biológica para a inibição 

da meiose por conter fatores que inibem a retomada da meiose (SIRARD et al., 

1998). Foi observada inibição da maturação nuclear de oócitos MIV em meio 

suplementado com fluido folicular obtido de folículos logo após o pico de LH. No 

entanto, o fluido folicular obtido de folículos após 8h e 20h do pico de LH não foi 

capaz de inibir a meiose (ROMERO-ARREDONDO; SEIDEL JR, 1994). Além disso, 

a suplementação do meio de maturação com fluido folicular oriundo de folículos de 

tamanho médio e grande foi capaz de diminuir a taxa de apoptose e prevenir o 

estresse oxidativo (PARK et al., 2014). 

 

2.3. Apoptose 
Apoptose é uma forma de morte celular programada responsável pela 

remoção de células mutantes ou danificadas (WARZYCH et al., 2007). Durante este 

processo ocorrem mudanças morfológicas que incluem a condensação do 

citoplasma e da cromatina, e fragmentação do DNA com a separação do núcleo em 

pequenas massas. Nas fases finais se formam corpos apoptóticos que são 
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fagocitados pelas células adjacentes ou eliminados no lúmen adjacente (MATWEE 

et al., 2000). 

A regulação da apoptose envolve os genes da família Bcl-2, da qual o Bax  é 

pró-apoptótico e o Bcl-2 é anti- apoptótico (YANG; RAJAMAHENDRAN, 2002). 

Agentes indutores da apoptose como o estresse oxidativo ou proteínas Bax 

estimulam a liberação do citocromo c que, quando em excesso, pode ativar as 

caspases e levar à apoptose (MATWEE et al., 2000). 

A apoptose mediada pela mitocôndria resulta da ativação das caspases 3 e 6 

pela caspase 9, que é uma caspase iniciadora, enquanto que as caspases 8 e 10 

iniciadoras ativam as caspases executoras 3 e 7 no receptor das cascata apoptótica 

(VANDAELE et al., 2007). A síntese de novo de mRNA e a ativação de caspases é 

necessária para o processo de apoptose, porém a atividade das caspases em 

oócitos não pode ser utilizada como um marcador de apoptose devido à 

inconsistência da presença delas em oócitos bovinos e por estes possuírem 

mecanismos capazes de bloquear a tradução e ativação de caspases (YUAN et al., 

2004). Por outro lado, a detecção da atividade das caspases 3 e 7 em embriões 

pode ser utilizada como marcador de apoptose (VANDAELE et al., 2007). 

A ativação de caspases e a presença de fragmentação nuclear não podem 

ser correlacionadas, pois a ativação das caspases ocorre precocemente na cascata 

da apoptose e os corpos apoptóticos se formam somente no final (VANDAELE et al., 

2007). 

 
2.4. Estresse oxidativo 

As espécies reativas do oxigênio (ROS) são formadas no metabolismo 

aeróbico durante a redução do oxigênio. O radical superóxido (O2
-), o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (OH·) correspondem à redução de um, dois ou 

três elétrons, respectivamente e são as ROS responsáveis pelo estresse oxidativo 

em gametas e embriões (GUÉRIN et al., 2001).  

As ROS podem ser produzidas a partir dos gametas ou por fatores ambientais 

(AGARWAL et al., 2006), assim como por processos metabólicos e enzimas, 

principalmente, pela fosforilação oxidativa, NADPH oxidase e xantina oxidase. 
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Dentre os fatores ambientais, a concentração de oxigênio implica na formação de 

ROS que é aumentada durante o cultivo em ar atmosférico (GUÉRIN et al., 2001). 

A maior parte das ROS produzidas em condições fisiológicas são 

provenientes da cadeia respiratória mitocondrial, o maior sistema consumidor de 

oxigênio da célula (PANDEY et al. 2010). A redução da atividade da cadeia 

respiratória leva a diminuição da produção de ATP, resultando em menor taxa de 

maturação oocitária (MORADO et al., 2009). O aumento da atividade mitocondrial 

durante o início do desenvolvimento embrionário pode ser prejudicial ao embrião 

pela excessiva produção de ROS que não será eliminada (TARAZONA et al., 2006). 

Os antioxidantes são responsáveis por manter o equilíbrio redox 

(TAKAHASHI, 2012). Vários elementos possuem função antioxidante, sendo a 

glutationa (GSH) o principal antioxidante presente em oócitos em embriões. Quando 

há um desequilíbrio entre os agentes pró- e anti- oxidantes ocorre o estresse 

oxidativo que é responsável por diversos danos celulares, incluindo alterações na 

mitocôndria, bloqueio no desenvolvimento embrionário, gasto de ATP e apoptose 

(GUÉRIN et al., 2001). 

A proteção contra o estresse oxidativo in vivo é feita por substâncias 

presentes no fluido folicular (GUÉRIN et al., 2001) que quando utilizado como 

suplemento na MIV é capaz de aumentar o conteúdo de GSH e consequentemente, 

diminuir as ROS (PARK et al., 2014). 
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CAPÍTULO 2 – MATURAÇÃO NUCLEAR E CITOPLASMÁTICA DE OÓCITOS 
BOVINOS SUBMETIDOS AO TRANSPORTE SIMULADO EM 
MEIO SUPLEMENTADO COM INIBIDORES DA MEIOSE 

 

 

RESUMO - O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da inibição da 

meiose com inibidores farmacológicos ou biológicos durante o transporte de oócitos 

bovinos por 6 horas sobre a maturação nuclear, citoplasmática e qualidade dos 

oócitos. Para tanto, o meio de transporte de oócitos foi suplementado com 

butirolactona-I (BL), milrinona (MR), IBMX e forskolina (CL) ou fluido folicular puro 

(FF) e o meio de maturação somente do grupo transportado com IBMX e forskolina 

foi suplementado com cilostamida. Os oócitos foram incubados em incubadora 

portátil (Minitub®) para simulação de transporte, durante 6h. Posteriormente, foram 

submetidos à maturação in vitro (MIV) até completar 24h. Foram feitos dois grupos 

controle: MIV em 5% de CO2 em ar por 24h (C1) e; MIV por 6h na transportadora e 

mais 18h em 5% de CO2 em ar (C2). Foi avaliada a cinética da maturação nuclear 

após o transporte e durante a MIV, quando também foi avaliada a expansão das 

células do cumulus. As avaliações da maturação citoplasmática após o transporte e 

ao final da MIV foram feitas pelos seguintes parâmetros: avaliação do 

posicionamento de mitocôndrias, do potencial de membrana mitocondrial, do 

posicionamento dos microfilamentos de actina, da taxa de apoptose e da 

concentração do conteúdo intracelular de espécies reativas do oxigênio. A taxa de 

oócitos em metáfase II após 24h de MIV não foi afetada (P>0,05) pelos tratamentos 

(61,2%-74,7%). A expansão das células do cumulus foi maior (P<0,05) no grupo FF 

após as 6h e não diferiu entre os grupos ao final da MIV (4,8-5,0). A distribuição dos 

microfilamentos de actina na categoria difusa (37,4%) foi maior (P<0,05) após 6h de 

MIV no grupo MR quando comparado aos oócitos imaturos (6,4%) e ao grupo FF 

(8,1%), porém foi predominante na categoria normal e não diferiu (P>0,05) entre os 

grupos ao final da MIV (65,5%-84,2%). A distribuição citoplasmática de mitocôndrias 

foi predominantemente periférica (47,8%-73,3%) em oócitos imaturos e dispersa 

(77,7%-89,0%) após a MIV. O potencial de membrana mitocondrial foi semelhante 

(P>0,05) entre os grupos (148,3-168,1) após 6h e após 24h de MIV os oócitos dos 
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grupos C1 (231,9) e C2 (219,8) apresentaram maior (P<0,05) potencial de 

membrana mitocondrial quando comparados aos grupos MR (155,2) e FF (161,9), 

porém não diferiram de BL (189,5). A quantidade intracelular de ROS após 6h foi 

menor (P<0,05) no grupo BL (141,9) comparado com MR (160,8) e ambos foram 

semelhantes (P>0,05) aos demais tratamentos (145,8-153,7). A taxa de apoptose 

em oócitos imaturos (1,5%) e após o transporte (6h) no grupo C1 (1,3%) foi menor 

(P<0,05) quando comparados com MR (13,8%) e C2 (12,0%) e não diferiram 

(P>0,05) de BL (7,5%), CL (7,8%) e FF (7,1%). Não houve diferença (P>0,05) na 

taxa de apoptose nos oócitos maturos (2,3%-8,8%). A adição de inibidores da 

meiose (butirolactona-I, IBMX associado à forskolina e fluido folicular), com exceção 

da milrinona, ao meio de transporte de oócitos bovinos permite um transporte 

adequado por 6h, preservando a qualidade e integridade dos oócitos e 

proporcionando condições de maturação oocitária semelhante à obtida in vitro a 

partir de oócitos que não foram submetidos ao transporte. 

 
 
Palavras-chave: maturação in vitro, inibição da meiose, transporte de oócitos 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

A remoção do oócito do ambiente folicular promove a retomada espontânea 

da meiose na ausência de fatores necessários para a maturação citoplasmática 

(Thomas et al., 2004). O uso de substâncias que promovem retardo na meiose pode 

ser uma estratégia para promover a maturação citoplasmática enquanto a 

maturação nuclear está bloqueada e, desta forma, melhorar a competência oocitária. 

Esta competência é adquirida em resposta às adequadas alterações nucleares, 

citoplasmáticas e moleculares que ocorrem no oócito durante o processo de 

maturação in vitro (MIV), as quais proporcionam ao oócito condições para que este 

possa ser adequadamente fertilizado e consiga sustentar o desenvolvimento 

embrionário inicial até o momento da ativação do genoma embrionário, que no 

bovino ocorre no estadio de 8-16 células (De Matos e Furnus, 2000).  

A redistribuição das organelas citoplasmáticas e a dinâmica dos filamentos do 

citoesqueleto são eventos que ocorrem durante o processo denominado de 

maturação citoplasmática (Ferreira et al., 2009). Os filamentos dos citoesqueleto 

podem permanecer inalterados ou se modificar de acordo com as necessidades da 

célula, já que participam ativamente no reposicionamento das organelas 

citoplasmáticas e na capacitação oocitária durante a maturação nuclear (Ferreira et 

al., 2009). Alterações no citoesqueleto podem implicar em diminuição de oócitos que 

concluem a maturação nuclear, ou seja, que atingem o estádio de metáfase II da 

redução meiótica (Somfai et al., 2011). 

Os eventos que ocorrem durante a maturação citoplasmática consomem 

energia e, por isso, o movimento das mitocôndrias para áreas de alto consumo de 

energia é imprescindível (Mao et al., 2014). A atividade metabólica da mitocôndria é 

representada pelo potencial de membrana mitocondrial (Hua et al., 2012) e o 

aumento deste durante a MIV está relacionado com a competência oocitária (Jeseta 

et al., 2014). Porém, o aumento exacerbado pode levar ao estresse oxidativo, pelo 

aumento da produção de espécies reativas do oxigênio (ROS), prejudicando o 

desenvolvimento embrionário subsequente (Tarazona et al., 2006). 
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As ROS são formadas no metabolismo aeróbico durante a redução do 

oxigênio. Elas são produzidas por gametas, fatores ambientais e processos 

metabólicos, principalmente pela fosforilação oxidativa (AGARWAL et al., 2006; 

GUÉRIN et al., 2001). Sendo a maior parte delas provenientes da cadeia respiratória 

mitocondrial (PANDEY et al., 2010). 

O aumento das concentrações intracelulares de ROS provoca o estresse 

oxidativo que é responsável por diversos danos celulares, incluindo alterações 

mitocondriais, gasto de ATP, bloqueio no desenvolvimento embrionário e apoptose 

(GUÉRIN et al., 2001). 

A aquisição da competência oocitária é menor quando oócitos são maturados 

in vitro em comparação com aqueles obtidos in vivo, dado que apenas 35-40% de 

oócitos maturados, fecundados e cultivados in vitro se desenvolvem até o estadio de 

blastocisto (Sirard, 2006). Isto porque, apesar de inúmeros esforços para se 

melhorar as condições de cultivo, nenhum sistema ainda conseguiu mimetizar com 

exatidão as condições do ambiente uterino. Assim, os sistemas de cultivo tem um 

forte impacto na produção in vitro de embriões (PIV) e condições não satisfatórias 

podem prejudicar os resultados.  

Oócitos obtidos em fazendas, a partir de aspiração folicular guiada por 

ultrassonografia em vacas doadoras, geralmente são transportados até o laboratório 

em incubadoras portáteis com controle de temperatura, mas sem controle de 

atmosfera gasosa. Tal condição pode prejudicar ainda mais a competência e 

viabilidade oocitária (Guemra et al., 2014). Nesta situação, a utilização de 

bloqueadores da maturação nuclear pode ser uma opção de melhorar o sistema de 

transporte.  

A maturação nuclear pode ser retardada com o auxílio de drogas que afetam 

a quantidade de monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) no oócito (Sirard, 1990). 

Inibidores de fosfodiesterases retardam a progressão da meiose e aumentam a 

capacidade do oócito suportar o desenvolvimento embrionário (Thomas et al., 2004), 

uma vez que esta enzima é responsável pela degradação do AMPc. Os inibidores de 

fosfodiesterases do tipo 3, como milrinona e cilostamida, são capazes de bloquear a 

meiose, o que não ocorre com a inibição da fosfodiesterase tipo 4, como o rolipram 

(Mayes e Sirard, 2002). A associação de inibidores de fosfodiesterases com 
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estimuladores da adenilato ciclase (enzima que aumenta os níveis de AMPc), como 

a forskolina, causa retardo na progressão meiótica e melhora a competência 

oocitária (Thomas et al., 2004), o que é proposto pelo sistema SPOM (Albuz et al., 

2010). 

A butirolactona-I, um inibidor de cinases dependentes de ciclinas (CDK), é 

capaz de bloquear a meiose em oócitos bovinos de forma reversível por inibir a 

ativação do fator promotor da maturação, melhorando a competência dos oócitos 

(Kubelka et al., 2000).  

Inibidores biológicos da meiose também já se mostraram ser eficazes. O 

cultivo de oócitos em fluido folicular oriundo de folículos que não sofreram ação do 

LH é capaz de retardar a meiose (Romero-Arredondo e Seidel Jr, 1994). 

O estabelecimento de um sistema favorável à manutenção da qualidade do 

oócito bovino é essencial para se melhorar a produção de embriões in vitro de 

oócitos transportados do campo ao laboratório. Neste sentido, o objetivo deste 

estudo foi avaliar os efeitos do transporte de oócitos bovinos com inibidores 

farmacológicos ou biológicos da meiose sobre a maturação nuclear e citoplasmática 

dos oócitos. 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

Reagentes químicos 
Os reagentes utilizados foram da empresa Sigma Chemical Co. (St. Louis, 

MO, USA), caso contrário estão especificados no texto. Materiais plásticos e tubos 

foram obtidos da empresa Corning Inc. (Acton, MA, USA). 

 

Obtenção e seleção de oócitos 
Complexos cumulus-oócitos foram obtidos através de aspiração de folículos 

ovarianos de 3-8 mm de diâmetro, provenientes de abatedouro, não excedendo o 

limite de 4 horas desde o abate até o início das aspirações. Durante a seleção, os 

oócitos foram mantidos em fluido folicular centrifugado acrescido de antibiótico para 
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prevenir a retomada imediata da meiose. O fluido folicular foi obtido em cada rotina 

através da centrifugação do sobrenadante por 5 minutos à 12500xg, em seguida, o 

sobrenadante foi recuperado e acrescido de 75 µg/mL de penicilina/estreptomicina 

(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA). Os oócitos com cumulus compacto contendo 

pelo menos quatro camadas de células e de aparência saudável (citoplasma de 

granulação homogênea) foram selecionados para os experimentos. O período de 

tempo da seleção até o início do cultivo foi de aproximadamente 1 hora. 

 

Simulação de transporte e cultivo de maturação in vitro de oócitos 
Os oócitos selecionados foram submetidos à simulação de transporte 

anteriormente ao cultivo de maturação in vitro. Para tanto, foram acondicionados em 

criotubos contendo 100 µL de meio de transporte (25-30 oócitos/criotubo), composto 

por TCM-199 (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) suplementado com 0,2 mM de 

piruvato, 25 mM de bicarbonato de sódio, 75 µg/mL de amicacina, 0,5 µg/mL de FSH 

(Folligon®, MSD Animal Health, São Paulo, Brasil), 100 UI/mL de hCG (Vetecor®, 

Hertape Calier, Juatuba, Brasil) e 0,3% de BSA, além de inibidor da meiose 

(descrição dos grupos no item Delineamento Experimental). O meio foi coberto com 

óleo mineral e os criotubos foram gaseificados com mistura gasosa contendo 5% O2, 

5% CO2 e N2 em balanço. A seguir, foram acondicionados em incubadora portátil 

(Minitub®) a 38,5°C durante 6 horas.  

Após a simulação de transporte em incubadora portátil, os oócitos dos grupos 

experimentais foram lavados para completa remoção dos inibidores e foram 

transferidos para microgotas de 100 µL (25-30 oócitos/gota) de meio de maturação, 

composto por TCM-199, suplementado com 0,2 mM de piruvato, 25 mM de 

bicarbonato de sódio, 75 µg/mL de amicacina, 0,5 µg/mL de FSH, 100 UI/mL de hCG 

e 0,6% de BSA, cobertas com óleo mineral, em incubadora com temperatura de 

38,5°C, máxima umidade e atmosfera de 5% de CO2 em ar, por mais 18 horas. 

Desta forma, o tempo máximo total de cultivo de maturação foi de 24 horas (6 horas 

em transporte simulado em incubadora portátil e mais 18 horas em incubadora de 

CO2). 
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Avaliação da maturação nuclear 
Os oócitos foram desnudados por sucessivas pipetagens em solução de 

hialuronidase 0,2% em PBS, acrescido de 1% PVP. Posteriormente, foram fixados 

em paraformaldeído 4% por 10 minutos e foram permeabilizados em solução de 

Triton X-100 0,5% em citrato de sódio 0,1% por 5 minutos. Em seguida, foram 

corados com 1 µg/mL de Hoechst 33342 por 15 minutos, no escuro, em atmosfera 

ambiente. Posteriormente, foram observados em microscópio invertido equipado 

com epifluorescência (Olympus, IX51; excitação 404 nm e emissão 526 nm) para 

determinação do estadio da meiose (Figura 1). Os oócitos foram classificados em 

imaturos (configuração nuclear em vesícula germinativa - VG), maturos (metáfase II - 

MII) e em estadios intermediários (Int) da meiose (quebra da vesícula germinativa - 

GVBD, metáfase I - MI, anáfase I – AI ou telófase I - TI). 

 

 
Figura 1. Imagem ilustrativa de oócito bovino corado com a sonda fluorescente 
Hoechst 33342 para identificação dos núcleos (em azul). Os oócitos foram avaliados 
em microscopia de epifluorescência (excitação 404 nm e emissão 526 nm; aumento 
20 vezes). Classificação de acordo com a configuração nuclear em: vesícula germinativa (GV), 
quebra da vesícula germinativa (GVBD), metáfase da meiose I (MI), anáfase ou telófase da meiose I 
(A/T) e metáfase da meiose II (MII). 
 
Determinação do grau de expansão das células do cumulus 

Os oócitos foram avaliados quanto ao grau de expansão das células do 

cumulus após o transporte (6h) e após 18h, 20h, 22h e 24h do cultivo de MIV, 

através de uma análise subjetiva, adaptada de Vanderhyden et al. (1990). Esta 

análise consiste de uma classificação em escores de 0 a 5, no qual 0 indica que não 

houve expansão, 1 indica mínima expansão e 5 indica o máximo de expansão 

observada. 
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Avaliação da distribuição dos microfilamentos de actina 
Para avaliação dos microfilamentos os oócitos foram desnudados e fixados 

em 4% de paraformaldeído por 10 minutos, permeabilizados em Triton X-100 0,5% 

em citrato de sódio 0,1% por 5 minutos e corados com 1 µg/mL de faloidina 

conjugada com FITC (Molecular Probes) e 1 µg/mL de Hoechst 33342 por 15 

minutos, no escuro, em atmosfera ambiente. Posteriormente foram montados entre 

lâmina e lamínula e avaliados em microscópio invertido equipado com 

epifluorescência (Olympus IX51; excitação 495 nm e emissão 517 nm). A 

determinação da distribuição citoplasmática dos microfilamentos de actina foi 

realizada como descrito por Albarracín et al. (2005), de acordo com as seguintes 

categorias (Figura 2): normal (N), descontínua (DC), difusa (DF) e ausente (A). A 

coloração foi realizada em oócitos imediatamente após a remoção do folículo (0 

horas), após o transporte (6 horas) e durante a MIV (18, 20, 22 e 24 horas). 

 

    
Figura 2. Imagem ilustrativa de oócitos bovinos corados com a sonda fluorescente 
faloidina conjugada com FITC e avaliados em microscopia de epifluorescência 
(excitação 495 nm e emissão 517 nm; aumento 20 vezes). Classificação de acordo com a 
predominância da distribuição citoplasmática dos microfilamentos de actina em normal (N), 
descontínua (DC), difusa (DF) e ausente (A). 
 
Avaliação da distribuição citoplasmática das mitocôndrias e potencial de 
membrana mitocondrial 

A distribuição citoplasmática das mitocôndrias e o potencial de membrana 

mitocondrial (Δψm) foram avaliados pela coloração com MitoTracker Red® 

(CMXROs, Molecular Probes), de acordo com as recomendações do fabricante. O 

procedimento nos oócitos foi realizado após a remoção das células do cumulus. Os 

oócitos foram lavados duas vezes em PBS e incubados em 0,5 µM de MitoTracker 

Red® durante 30 minutos, no escuro, a 38,5°C e 5% de CO2 em ar. Posteriormente, 

foram lavados duas vezes em PBS e avaliados imediatamente em microscópio 

N	
   DC	
   DF	
   A	
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invertido equipado com epifluorescência (Olympus, IX51; 543 nm de excitação e 575 

nm de emissão) e classificados pela distribuição citoplasmática de mitocôndrias 

(Figura 3; distribuição periférica: oócitos imaturos; distribuição dispersa: oócitos 

maturos; transição: oócitos parcialmente maturos). As imagens obtidas foram 

armazenadas e posteriormente processadas e analisadas pelo software Q-Capture 

Pro Image software (Media Cybernetics, Inc., Versão 5.0.1.26) para quantificação da 

intensidade de fluorescência emitida, mensurada em pixels. Quanto maior a 

intensidade de fluorescência, maior o potencial de membrana mitocondrial. A 

coloração foi realizada em oócitos imediatamente após a remoção do folículo (0 

horas), após o transporte (6 horas) e após a MIV (24 horas). 

 

 
Figura 3. Imagem ilustrativa de oócitos bovinos corados com a sonda fluorescente 
MitoTracker Red® e avaliados em microscopia de epifluorescência (excitação 579 
nm e emissão 599 nm; aumento de 20 vezes). Classificação de acordo com a 
predominância da distribuição citoplasmática das mitocôndrias em periférica (P), transição (T) e 
dispersa (D). 
 
Mensuração do conteúdo intracelular de espécies reativas de oxigênio pelo 
ensaio com diclorofluoresceína 

Os níveis intracelulares de ROS (H2O2, HO•, ROO•) foram quantificados 

através da sonda fluorescente diacetato de 6-carboxi-2’,7’-diclorodihidrofluoresceína 

(H2DCFDA; Molecular Probes), como descrito por Bain et al. (2011). O procedimento 

foi realizado nos oócitos após a remoção das células do cumulus. Os oócitos foram 

lavados duas vezes em PBS e incubados em 5 µM de H2DCFDA durante 30 

minutos, no escuro, a 38,5°C e 5% de CO2 em ar. Posteriormente, foram lavados 

duas vezes em PBS e avaliados imediatamente em microscópio invertido equipado 

com epifluorescência (Olympus IX51; excitação de 495 nm e emissão de 520 nm). 

As imagens obtidas foram posteriormente analisadas pelo programa Q-Capture Pro 

Image software (Media Cybernetics, Inc. Version 5.0.1.26) para quantificação da 
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intensidade de fluorescência emitida (Figura 4), mensurada em pixels. Quanto maior 

a intensidade de fluorescência, maior o conteúdo intracelular de ROS. A coloração 

foi realizada em oócitos imediatamente após a remoção do folículo (0 horas), após o 

transporte (6 horas) e após a MIV (24 horas). 

 

 
Figura 4. Imagem ilustrativa de oócitos bovinos corados com a sonda fluorescente 
H2DCFDA e avaliados em microscopia de epifluorescência (excitação 495 nm e 
emissão 520 nm; aumento de 20 vezes). Quanto maior a intensidade da fluorescência, maior 
o conteúdo intracelular de espécies reativas do oxigênio. 

 
Determinação da taxa de apoptose 

A fragmentação do DNA em oócitos foi observada após a marcação das 

células em apoptose pela coloração “In situ terminal deoxinucleotidyl transferase 

mediated dUTP Nick end labeling assay” (TUNEL; Roche Diagnostics, Indianapolis, 

IN, USA), conforme recomendação do fabricante. O procedimento foi realizado nos 

oócitos após a remoção das células do cumulus e com a zona pelúcida intacta. Os 

oócitos foram fixados em solução de paraformaldeído 4%, a temperatura ambiente 

por 1 hora, em seguida, foram permeabilizados em solução de Tritox X-100 0,5% em 

citrato de sódio 0,1% por 30 minutos em temperatura ambiente. Os oócitos foram 

avaliados quanto à fragmentação de DNA (células TUNEL positivas: fluorescência 

verde ou amarela pontual dentro do núcleo) em microscópio invertido equipado com 

epifluorescência (Olympus IX51; excitação 510-550 nm e emissão 590 nm; Figura 

5). A coloração foi realizada em oócitos imediatamente após a remoção do folículo 

(0 horas), após o transporte (6 horas) e após a MIV (24 horas). 

 

 



29	
  

	
  

  
Figura 5. Imagem ilustrativa de oócito bovino corado com a sonda fluorescente 
Hoechst 33342 para identificação do material nuclear (em azul, A) e TUNEL para 
determinação da fragmentação nuclear (em verde, B) e avaliados em microscopia de 
epifluorescência (excitação 510-550 nm e emissão 590 nm; aumento de 20 vezes). 

 

Delineamento experimental 
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do transporte simulado de oócitos 

bovinos em meio contendo inibidor da meiose sobre a maturação nuclear e 

citoplasmática dos mesmos, bem como o melhor momento para realização da 

fecundação. Para a simulação de transporte em incubadora portátil (Minitub®) com 

temperatura de 38,5°C em ar atmosférico, os oócitos foram cultivados por 6 horas 

em meio de transporte na presença de inibidores da meiose, de acordo com os 

seguintes tratamentos: 1) 100 µM de butirolactona-I (BL); 2) 500 µM IBMX + 100 µM 

de forskolina (CL); 3) 100 mM de milrinona (MR); e 4) fluido folicular puro, acrescido 

de 75 µg/mL de penicilina/estreptomicina (FF). Posteriormente, os oócitos dos 

grupos BL, MR e FF foram lavados para completa remoção dos inibidores e foram 

maturados em meio de maturação em incubadora com temperatura de 38,5°C, 

máxima umidade e atmosfera de 5% de CO2 em ar por 12, 14, 16 ou 18 horas [desta 

forma, a duração total do cultivo (6 horas de transporte + MIV) foi respectivamente 

de 18, 20, 22 ou 24 horas]. Oócitos do grupo CL foram lavados para completa 

remoção dos inibidores e foram maturados em meio de maturação acrescido de 20 

µM de cilostamida, sob as mesmas condições dos demais tratamentos.  

Foram feitos 2 grupos controle: 1) C1: oócitos maturados em meio 

suplementado com BSA, em incubadora com temperatura de 38,5°C, máxima 

umidade e atmosfera de 5% de CO2 em ar por até 24 horas; e 2) C2: oócitos 

maturados em meio suplementado com BSA, em incubadora portátil (Minitub®) 

durante 6 horas (simulação de transporte), sendo então transferidos para incubadora 

A	
   B	
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com temperatura de 38,5°C, máxima umidade e atmosfera de 5% de CO2 em ar por 

mais até 18 horas (total de 24 horas).  

Os oócitos imaturos foram avaliados quanto à maturação nuclear logo após a 

aspiração dos folículos (0h). Os grupos controle (C1 e C2) e tratados (BL, CL, MR e 

FF) foram avaliados após 6, 18, 20, 22 e 24 horas de cultivo (transporte + MIV) pela 

coloração com Hoechst 33342 para determinação do momento final de conclusão da 

maturação (MII). A maturação citoplasmática foi avaliada pelo posicionamento das 

mitocôndrias, potencial de membrana mitocondrial (coloração com MitoTracker 

Red®), padrão de distribuição dos microfilamentos de actina (coloração com 

faloidina), taxa de apoptose (coloração com TUNEL), conteúdo intracelular de ROS 

(coloração com H2DCFDA) e expansão das células do cumulus (avaliação subjetiva). 

O esquema completo do delineamento experimental está representado na Figura 6. 

 

 
Figura 6. Esquema representativo do delineamento experimental completo. 
 

Análise estatística 
Para avaliação do efeito da simulação de transporte com inibidores da meiose 

sobre a maturação nuclear e citoplasmática, os dados foram analisados pela fração 

de oócitos cultivados que atingiram os determinados estádios de desenvolvimento 
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reportados em termos de porcentagem (%). Como as porcentagens não obtiveram 

distribuição normal, os dados foram transformados utilizando arco seno raiz 

quadrada. Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e, quando 

um efeito estatisticamente significativo foi encontrado, comparações múltiplas das 

médias foram determinadas pelo teste de Tukey (SAS Programa V.8). Diferenças 

com probabilidades (P) menores que 0,05 foram consideradas significativas. Cada 

experimento foi repetido no mínimo 3 vezes para cada avaliação proposta, em 

replicatas independentes. Em cada replicata foi utilizada uma microgota com 25 

oócitos, sendo a microgota considerada a unidade experimental. 

 
 

3. RESULTADOS 
 
 
A maioria dos oócitos avaliados imediatamente após a remoção do folículo 

ovariano (0h) se encontrava na fase de VG (84,9%) da meiose, e menor proporção 

se encontrava na fase de GVBD (15,1%).  

A taxa de oócitos em VG durante a MIV está representada na Figura 7. Após 

as 6h de transporte, não houve diferença entre os grupos (P>0,05) na taxa de 

oócitos em VG (31,0%-54,7%). Com 18h não houve diferença (P>0,05) entre os 

grupos na taxa de oócitos em VG (0-4,7%). Após 20h, 22h e 24h de cultivo 

(transporte + MIV), não houve diferença (P>0,05) entre os grupos nas taxas de VG 

(3,3%-9,5%, 6,3%-16,0%, e 7,8%-15,7%, respectivamente). 
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Figura 7. Taxa de oócitos em vesícula germinativa (VG) durante a maturação in vitro 
de oócitos bovinos cultivados com inibidores da meiose durante o transporte 
simulado por 6 horas em incubadora portátil, seguido do cultivo de maturação in vitro 
por até mais 18 horas, em meio livre de inibidor. C1 (controle 1): oócitos maturados in vitro 
em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 24h em incubadora com 5% CO2; C2 (controle 2): 
oócitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 6h em Minitub e por até 
18h em incubadora 5% CO2; BL: oócitos pré-maturados em meio de transporte suplementado com 
0,3% BSA e 100 µM Butirolactona-I por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV 
suplementado com 0,6% BSA por 18h em incubadora 5% CO2; CL: oócitos pré-maturados em meio 
de transporte suplementado com 0,3% BSA, 100 µM Forskolina e 500 µM IBMX por 6h em Minitub e 
maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA e 20 µM Cilostamida por 18h em 
incubadora 5% CO2; MR: oócitos pré-maturados em meio de transporte suplementado com 0,3% BSA 
e 100 mM Milrinona por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% 
BSA por 18h em incubadora 5% CO2; FF: oócitos pré-maturados em fluido folicular puro acrescido de 
antibiótico (75 µg/mL de penicilina/estreptomicina) por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio 
MIV suplementado com 0,6% BSA em incubadora 5% CO2. *Indica diferença estatística entre os 
grupos pelo teste de Tukey (P<0,05).	
  
 

Menores proporções (P<0,05) de oócitos se encontravam em estadios 

intermediários da meiose (Figura 8) após 6h nos grupos C1 (47,5%), BL (45,3%) e 

CL (46,6%) quando comparado ao grupo C2 (68,9%); porém, todos estes grupos 

não diferiram (P>0,05) dos grupos MR (51,2%) e FF (55,3%). Não foram observadas 

diferenças (P>0,05) às 18h em oócitos nas fases intermediárias da meiose (69,1%-

84,8%). Após 20h, 22h e 24h de cultivo (transporte + MIV) não houve diferença 

(P>0,05) nas taxas de oócitos em estádios intermediários da meiose (26,6%-47,0%, 

14,5%-30,8%, e 14,5%-23,8%, respectivamente). 
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Figura 8. Taxa de oócitos em estadios intermediários da meiose (GVBD, MI, A/T) 
durante a maturação in vitro de oócitos bovinos cultivados com inibidores da meiose 
durante o transporte simulado por 6 horas em incubadora portátil, seguido do cultivo 
de maturação in vitro por até mais 18 horas, em meio livre de inibidor. C1 (controle 1): 
oócitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 24h em incubadora com 
5% CO2; C2 (controle 2): oócitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 
6h em Minitub e por até 18h em incubadora 5% CO2; BL: oócitos pré-maturados em meio de 
transporte suplementado com 0,3% BSA e 100 µM Butirolactona-I por 6h em Minitub e maturados in 
vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 18h em incubadora 5% CO2; CL: oócitos pré-
maturados em meio de transporte suplementado com 0,3% BSA, 100 µM Forskolina e 500 µM IBMX 
por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA e 20 µM 
Cilostamida por 18h em incubadora 5% CO2; MR: oócitos pré-maturados em meio de transporte 
suplementado com 0,3% BSA e 100 mM Milrinona por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio 
MIV suplementado com 0,6% BSA por 18h em incubadora 5% CO2; FF: oócitos pré-maturados em 
fluido folicular puro acrescido de antibiótico (75 µg/mL de penicilina/estreptomicina) por 6h em Minitub 
e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA em incubadora 5% CO2. Dentro de 
cada momento de avaliação, não foram observadas diferenças significativas entre os grupos pelo 
teste de Tukey (P<0,05). 

 

A taxa de oócitos em MII durante a MIV está representada na Figura 9. Não 

houve diferença (P>0,05) na taxa de MII às 18h (10,9%-26,1%). Após 20h, 22h e 

24h de cultivo (transporte + MIV), a maioria dos oócitos de todos os grupos estava 

em MII, não apresentando diferença (P>0,05) entre eles nas taxas de MII (43,5%-

65,5%, 60,3%-79,2%, e 61,2%-74,7%, respectivamente). 
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Figura 9. Taxa de oócitos em metáfase II (MII) durante a maturação in vitro de 
oócitos bovinos cultivados com inibidores da meiose durante o transporte simulado 
por 6 horas em incubadora portátil, seguido do cultivo de maturação in vitro por até 
mais 18 horas, em meio livre de inibidor. C1 (controle 1): oócitos maturados in vitro em meio 
MIV suplementado com 0,6% BSA por 24h em incubadora com 5% CO2; C2 (controle 2): oócitos 
maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 6h em Minitub e por até 18h em 
incubadora 5% CO2; BL: oócitos pré-maturados em meio de transporte suplementado com 0,3% BSA 
e 100 µM Butirolactona-I por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 
0,6% BSA por 18h em incubadora 5% CO2; CL: oócitos pré-maturados em meio de transporte 
suplementado com 0,3% BSA, 100 µM Forskolina e 500 µM IBMX por 6h em Minitub e maturados in 
vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA e 20 µM Cilostamida por 18h em incubadora 5% 
CO2; MR: oócitos pré-maturados em meio de transporte suplementado com 0,3% BSA e 100 mM 
Milrinona por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 18h 
em incubadora 5% CO2; FF: oócitos pré-maturados em fluido folicular puro acrescido de antibiótico 
(75 µg/mL de penicilina/estreptomicina) por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV 
suplementado com 0,6% BSA em incubadora 5% CO2. Dentro de cada momento de avaliação, não 
foram observadas diferenças significativas entre os grupos pelo teste de Tukey (P<0,05). 

 

A expansão das células do cumulus, avaliada em oócitos após a simulação de 

transporte (6h) e durante a MIV, está apresentada na Figura 10. Às 6h, o grupo FF 

(4,4%) apresentou maior (P<0,05) expansão das células do cumulus quando 

comparado aos demais (2,6%-3,0%). Durante a MIV não houve diferença (P>0,05) 

na expansão das células do cumulus entre os grupos avaliados às 18h (3,0%-4,5%), 

20h (3,6%-4,6%), 22h (4,6%-5,0%) e 24h (4,8%-5,0%). 
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Figura 10. Escore de expansão das células do cumulus de oócitos bovinos 
cultivados com inibidores da meiose durante o transporte simulado por 6 horas em 
incubadora portátil, seguido do cultivo de maturação in vitro por até mais 18 horas, 
em meio livre de inibidor. Avaliação subjetiva em escala de 0 a 5 da expansão das células do 
cumulus, sendo que 0 (zero) corresponde a nenhuma expansão e 5 (cinco) corresponde à máxima 
expansão visualizada. C1 (controle 1): oócitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 
0,6% BSA por 24h em incubadora com 5% CO2; C2 (controle 2): oócitos maturados in vitro em meio 
MIV suplementado com 0,6% BSA por 6h em Minitub e por até 18h em incubadora 5% CO2; BL: 
oócitos pré-maturados em meio de transporte suplementado com 0,3% BSA e 100 µM Butirolactona-I 
por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 18h em 
incubadora 5% CO2; CL: oócitos pré-maturados em meio de transporte suplementado com 0,3% BSA, 
100 µM Forskolina e 500 µM IBMX por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV 
suplementado com 0,6% BSA e 20 µM Cilostamida por 18h em incubadora 5% CO2; MR: oócitos pré-
maturados em meio de transporte suplementado com 0,3% BSA e 100 mM Milrinona por 6h em 
Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 18h em incubadora 5% 
CO2; FF: oócitos pré-maturados em fluido folicular puro acrescido de antibiótico (75 µg/mL de 
penicilina/estreptomicina) por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 
0,6% BSA em incubadora 5% CO2. *Indica diferença estatística entre os grupos pelo teste de Tukey 
(P<0,05). 
 

A distribuição dos microfilamentos de actina em oócitos durante a MIV está 

sumarizada na Tabela 1. Em oócitos imaturos (0h), a distribuição dos 

microfilamentos de actina estava predominante nas categorias normal e descontínua 

(46,1% e 45,0%, respectivamente), assim como foi observado em todos os grupos 

após as 6h de transporte (17,1%-32,2% e 45,4%-57,9%, respectivamente), sem 

diferenças entre os grupos (P>0,05). Neste momento (6h de transporte), 

observaram-se maiores taxas (P<0,05) de categoria Difusa no grupo MR (37,4%) 

quando comparado aos oócitos imaturos (6,4%) e ao grupo FF (8,1%); porém, todos 

estes grupos foram semelhantes (P>0,05) aos demais (8,9%-27,2%). Às 18h de MIV 
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foi observado o mesmo padrão de classificação em normal e descontínua (45,7%-

79,0% e 36,5%-44,8%, respectivamente) na maioria dos oócitos em todos os grupos 

avaliados, sem diferenças entre eles (P>0,05). Às 20h e 22h, houve diminuição nas 

taxas de oócitos com distribuição descontínua (3,9%-26,0% e 1,9%-18,5%, 

respectivamente), enquanto que a categoria normal aumentou (66,4%-85,5% e 

65,8%-88,1%, respectivamente), sem diferenças entre os grupos (P>0,05). Ao final 

das 24h de MIV, a categoria normal (65,5%-84,2%) foi predominante em todos os 

grupos, sem haver diferenças entre eles (P>0,05). A categoria ausente não 

apresentou diferença (P>0,05) entre os grupos em nenhum dos tempos avaliados 

(1,8%-8,5%; 0-4,1%; 1,1%-12,7%; 0-15,6%; 3,2%-14,4%; respectivamente para 6h, 

18h, 20h, 22h e 24h); o mesmo foi observado na categoria difusa entre 18h e 24h (0-

11,1%; 0-2,5%; 0; 0-2,4%, respectivamente para 18h, 20h, 22h e 24h). 
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Tabela 1. Distribuição dos microfilamentos de actina em oócitos bovinos imaturos 
(0h: imediatamente após remoção do folículo ovariano) e em oócitos cultivados com 
inibidores da meiose durante o transporte simulado por 6 horas em incubadora 
portátil, seguido do cultivo de maturação in vitro por até mais 18 horas, em meio livre 
de inibidor. 
Grupo Duração N Distribuição dos microfilamentos de actina 

   Normal 
(Média±EPM) 

Descontínua 
(Média±EPM) 

Difusa 
(Média±EPM) 

Ausente 
(Média±EPM) 

Imaturo 0h 103 46,1±7,2 45,0±8,8 6,4±3,5a 2,5±1,3 

C1 

6h  

72 18,9±6,4 61,8±8,2 16,7±5,1ab 2,6±2,6 

C2 66 32,2±11,2 54,3±3,8 8,9±5,3ab 4,5±4,5 

BL 66 26,2±4,9 45,4±4,1 19,8±4,4ab 8,5±6,3 

CL 63 17,1±10,5 53,9±1,9 27,2±10,8ab 1,8±1,8 

MR 57 12,8±10,4 46,2±6,8 37,4±4,6b 3,3±1,6 

FF 65 26,1±12,4 57,9±12,7 8,1±4,6a 7,9±6,2 

C1 

18h 

80 61,1±1,7 37,7±2,8 1,2±1,2 0 

C2 64 79,0±7,9 20,9±7,9 0 0 

BL 72 48,1±19,4 36,5±20,5 11,1±2,8 4,1±4,1 

CL 70 45,7±15,6 44,8±11,2 6,2±4,4 3,2±1,7 

MR 77 48,7±18,3 41,0±17,4 6,6±2,7 3,6±2,0 

FF 76 55,7±26,5 37,5±23,7 5,3±3,7 1,4±1,4 

C1 

20h 

74 70,4±13,0 26,0±13,3 2,3±2,3 1,1±1,1 

C2 80 85,5±5,7 7,6±5,9 2,5±2,5 6,3±4,6 

BL 76 83,3±5,0 3,9±2,0 0 12,7±6,3 

CL 81 79,9±8,2 6,1±2,3 2,5±1,3 11,4±5,9 

MR 78 66,4±7,3 23,1±11,6 1,4±1,4 9,0±5,8 

FF 75 73,3±5,4 16,3±6,6 4,0±0,1 6,4±6,4 

C1 

22h 

67 88,1±0,9 11,8±0,9 0 0 

C2 60 79,3±9,7 8,8±2,5 0 11,8±7,4 

BL 60 88,1±9,9 8,4±6,4 0 3,5±3,5 

CL 63 85,3±7,9 7,6±7,6 0 7,0±4,9 

MR 61 85,5±9,4 1,9±1,9 0 12,5±10,4 

FF 64 65,8±1,8 18,5±9,3 0 15,6±8,9 

C1 

24h 

92 69,5±11,6 27,3±11,3 0 3,2±1,1 

C2 83 84,2±2,6 10,8±2,3 0 4,9±1,9 

BL 77 65,5±5,4 18,6±8,5 1,5±1,5 14,4±8,4 

CL 84 77,2±6,6 15,3±6,0 0 7,5±5,0 

MR 81 75,5±3,4 11,8±4,2 0 12,7±4,6 

FF 92 67,6±10,9 23,2±9,2 2,4±1,4 6,7±1,7 

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Normal: uma 
camada uniformemente corada de microfilamentos de actina, localizada imediatamente abaixo da 
membrana plasmática e formando um anel; Descontínua: interrupção da coloração do anel de actina; 
Difusa: distribuição difusa ou irregular dos microfilamentos de actina, fracamente corados; Ausente: 
ausência do anel de actina. C1 (controle 1): oócitos maturados in vitro em meio MIV suplementado 
com 0,6% BSA por 24h em incubadora com 5% CO2; C2 (controle 2): oócitos maturados in vitro em 
meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 6h em Minitub e por até 18h em incubadora 5% CO2; BL: 
oócitos pré-maturados em meio de transporte suplementado com 0,3% BSA e 100 µM Butirolactona-I 
por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 18h em 
incubadora 5% CO2; CL: oócitos pré-maturados em meio de transporte suplementado com 0,3% BSA, 
100 µM Forskolina e 500 µM IBMX por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV 
suplementado com 0,6% BSA e 20 µM Cilostamida por 18h em incubadora 5% CO2; MR: oócitos pré-
maturados em meio de transporte suplementado com 0,3% BSA e 100 mM Milrinona por 6h em 
Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 18h em incubadora 5% 
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CO2; FF: oócitos pré-maturados em fluido folicular puro acrescido de antibiótico (75 µg/mL de 
penicilina/estreptomicina) por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 
0,6% BSA em incubadora 5% CO2. 
 
 

Com relação à distribuição citoplasmática de mitocôndrias, a maioria (77,8%) 

encontrava-se localizada na periferia dos oócitos imaturos avaliados imediatamente 

após a aspiração folicular, sendo semelhante (P>0,05) ao observado nos demais 

grupos tratados com inibidores da meiose após o transporte por 6h (47,8%-73,3%). 

Após as 24h de MIV, não houve diferença (P>0,05) entre os grupos experimentais, 

com a maioria classificada com localização dispersa (77,7%-89,0%). Os resultados 

estão sumarizados na Figura 11. 

 

 
Figura 11. Distribuição citoplasmática de mitocôndrias em oócitos bovinos cultivados 
com inibidores da meiose durante o transporte simulado por 6 horas em incubadora 
portátil, seguido do cultivo de maturação in vitro por mais 18 horas, em meio livre de 
inibidor. Distribuição de mitocôndrias em oócitos bovinos imaturos imediatamente após a aspiração 
folicular (0h), após o transporte (6h) com inibidores da maturação nuclear e após a conclusão do 
cultivo de maturação in vitro (24h). Distribuição Periférica: mitocôndrias distribuídas principalmente na 
região cortical do citoplasma; Dispersa: mitocôndrias distribuídas por todo o citoplasma; Transição: 
mitocôndrias posicionadas entre classificação periférica e dispersa. C1 (controle 1): oócitos 
maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 24h em incubadora com 5% CO2; 
C2 (controle 2): oócitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 6h em 
Minitub e por até 18h em incubadora 5% CO2; BL: oócitos pré-maturados em meio de transporte 
suplementado com 0,3% BSA e 100 µM Butirolactona-I por 6h em Minitub e maturados in vitro em 
meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 18h em incubadora 5% CO2; CL: oócitos pré-maturados 
em meio de transporte suplementado com 0,3% BSA, 100 µM Forskolina e 500 µM IBMX por 6h em 
Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA e 20 µM Cilostamida por 18h 
em incubadora 5% CO2; MR: oócitos pré-maturados em meio de transporte suplementado com 0,3% 
BSA e 100 mM Milrinona por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 
0,6% BSA por 18h em incubadora 5% CO2; FF: oócitos pré-maturados em fluido folicular puro 
acrescido de antibiótico (75 µg/mL de penicilina/estreptomicina) por 6h em Minitub e maturados in 
vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA em incubadora 5% CO2. Dentro de cada momento 
de avaliação, não foram observadas diferenças significativas entre os grupos pelo teste de Tukey 
(P<0,05). 
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O potencial de membrana mitocondrial, mensurado em intensidade de 

fluorescência, está apresentado na Figura 12. Os resultados não diferiram (P>0,05) 

entre os grupos após o transporte por 6h, quando comparados com oócitos 

imaturos, ou seja, aqueles avaliados imediatamente após a aspiração folicular 

(148,3-168,1). Após 24h de MIV, oócitos dos grupos C1 (231,9) e C2 (219,8) 

apresentaram maior (P<0,05) potencial de membrana mitocondrial quando 

comparados aos grupos MR (155,2) e FF (161,9), porém não diferiram de BL 

(189,5%). Oócitos dos grupos C2 e BL não diferiram (P>0,05) de CL (181,2), e 

oócitos dos grupos BL e CL não diferiram (P>0,05) daqueles dos grupos MR e FF. 

	
  

	
  

	
  
Figura 12. Potencial de membrana mitocondrial (quantificado em intensidade de 
fluorescência) de oócitos bovinos cultivados com inibidores da meiose durante o 
transporte simulado por 6 horas em incubadora portátil, seguido do cultivo de 
maturação in vitro por mais 18 horas, em meio livre de inibidor. C1 (controle 1): oócitos 
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maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 24h em incubadora com 5% CO2; 
C2 (controle 2): oócitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 6h em 
Minitub e por até 18h em incubadora 5% CO2; BL: oócitos pré-maturados em meio de transporte 
suplementado com 0,3% BSA e 100 µM Butirolactona-I por 6h em Minitub e maturados in vitro em 
meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 18h em incubadora 5% CO2; CL: oócitos pré-maturados 
em meio de transporte suplementado com 0,3% BSA, 100 µM Forskolina e 500 µM IBMX por 6h em 
Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA e 20 µM Cilostamida por 18h 
em incubadora 5% CO2; MR: oócitos pré-maturados em meio de transporte suplementado com 0,3% 
BSA e 100 mM Milrinona por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 
0,6% BSA por 18h em incubadora 5% CO2; FF: oócitos pré-maturados em fluido folicular puro 
acrescido de antibiótico (75 µg/mL de penicilina/estreptomicina) por 6h em Minitub e maturados in vitro 
em meio MIV suplementado com 0,6% BSA em incubadora 5% CO2.	
   Letras diferentes entre as 
colunas indicam diferença  entre os grupos pelo teste de Tukey (P<0,05). 

 

A quantidade intracelular de ROS após 6h foi menor (P<0,05) em oócitos 

transportados com BL (141,9) em comparação com os do grupo MR (160,8). No 

entanto, ambos foram similares (P>0,05) aos demais tratamentos e aos oócitos 

imaturos (145,8-153,7). Ao final das 24h de MIV, oócitos do grupo MR (172,5) 

apresentaram maior (P<0,05) quantidade de ROS quando comparados àqueles dos 

grupos C1 (165,4), BL (168,4), CL (167,9) e FF (157,3), sendo semelhante (P>0,05) 

somente a C2 (169,5). Este último não diferiu (P>0,05) dos grupos BL e CL, que 

foram semelhantes (P>0.05) ao grupo C1. Os dados estão apresentados na Figura 

13. 

 

 

 

 

 

 



41	
  

	
  

	
  

 
Figura 13. Concentrações intracelulares de espécies reativas do oxigênio (ROS) em 
oócitos bovinos cultivados com inibidores da meiose durante o transporte simulado 
por 6 horas em incubadora portátil, seguido do cultivo de maturação in vitro por mais 
18 horas, em meio livre de inibidor. Concentração intracelular de ROS (em intensidade de 
fluorescência) em oócitos bovinos imaturos avaliados imediatamente após a aspiração folicular (0h), 
após o transporte (6h) com inibidores da maturação nuclear e após a maturação in vitro (24h). C1 
(controle 1): oócitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 24h em 
incubadora com 5% CO2; C2 (controle 2): oócitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 
0,6% BSA por 6h em Minitub e por até 18h em incubadora 5% CO2; BL: oócitos pré-maturados em 
meio de transporte suplementado com 0,3% BSA e 100 µM Butirolactona-I por 6h em Minitub e 
maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 18h em incubadora 5% CO2; CL: 
oócitos pré-maturados em meio de transporte suplementado com 0,3% BSA, 100 µM Forskolina e 
500 µM IBMX por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA e 
20 µM Cilostamida por 18h em incubadora 5% CO2; MR: oócitos pré-maturados em meio de 
transporte suplementado com 0,3% BSA e 100 mM Milrinona por 6h em Minitub e maturados in vitro 
em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 18h em incubadora 5% CO2; FF: oócitos pré-
maturados em fluido folicular puro acrescido de antibiótico (75 µg/mL de penicilina/estreptomicina) por 
6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA em incubadora 5% 
CO2. Letras diferentes indicam diferença entre os grupos pelo teste de Tukey (P<0,05). 
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A taxa de apoptose em oócitos imaturos (1,5%) e após 6h no grupo C1 (1,3%) 

foi menor (P<0,05) quando comparados com MR (13,8 %) e C2 (12,0%). No entanto, 

não diferiram (P>0,05) de BL (7,5%), CL (7,8%) e FF (7,1%). Após a MIV, não houve 

diferença na taxa de apoptose nos oócitos maturos (2,3%-8,8%). Os resultados 

estão apresentados na Figura 14. 

 

	
  

 
Figura 14. Taxa de apoptose em oócitos bovinos cultivados com inibidores da 
meiose durante o transporte simulado por 6 horas em incubadora portátil, seguido do 
cultivo de maturação in vitro por mais 18 horas, em meio livre de inibidor. Taxa de 
apoptose em oócitos bovinos imaturos avaliados imediatamente após a aspiração folicular (0h), após 
o transporte (6h) com inibidores da maturação nuclear e após a maturação in vitro (24h). TUNEL-
positivo: células com fragmentação de DNA; TUNEL-negativo: células sem fragmentação de DNA. C1 
(controle 1): oócitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 24h em 
incubadora com 5% CO2; C2 (controle 2): oócitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 
0,6% BSA por 6h em Minitub e por até 18h em incubadora 5% CO2; BL: oócitos pré-maturados em 
meio de transporte suplementado com 0,3% BSA e 100 µM Butirolactona-I por 6h em Minitub e 
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maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 18h em incubadora 5% CO2; CL: 
oócitos pré-maturados em meio de transporte suplementado com 0,3% BSA, 100 µM Forskolina e 
500 µM IBMX por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA e 
20 µM Cilostamida por 18h em incubadora 5% CO2; MR: oócitos pré-maturados em meio de 
transporte suplementado com 0,3% BSA e 100 mM Milrinona por 6h em Minitub e maturados in vitro 
em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 18h em incubadora 5% CO2; FF: oócitos pré-
maturados em fluido folicular puro acrescido de antibiótico (75 µg/mL de penicilina/estreptomicina) por 
6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA em incubadora 5% 
CO2. Letras diferentes indicam diferença entre os grupos pelo teste Qui-quadrado (P<0,05). 
 

 

4. DISCUSSÃO 
 
 

Oócitos imaturos (0h) apresentaram taxa de 84,9% de VG e, após 6h de 

maturação, 47,5% dos oócitos do grupo controle (C1) já haviam retomado a meiose. 

Estes resultados diferem daqueles reportados por Adona et al. (2006), que 

verificaram 100% de oócitos em VG para os dois momentos avaliados. Essa 

diferença pode ser devida aos animais utilizados em cada experimento. A GVBD se 

inicia após 6h de MIV e é máxima após 8h (Li et al., 2005), corroborando com o 

presente estudo, onde se verificou mais de  45% dos oócitos em GVBD após 6h, em 

todos os grupos. 

Os oócitos dos grupos BL e CL apresentaram um retardo na retomada da 

meiose (estadio intermediário) quando comparados com o grupo transportado em 

meio de maturação na ausência de inibidores (C2), indicando que estes não 

deixaram a meiose acelerar como o sistema de transporte na ausência deles e eles 

foram capazes de manter a progressão da meiose semelhante a do grupo controle 

que não foi submetido ao transporte (C1). Por esses resultados, parece que o cultivo 

de maturação em incubadora portátil promove uma aceleração na retomada da 

meiose, o que pode prejudicar a maturação oocitária.  

Oócitos do grupo CL, adaptado do sistema SPOM (Albuz et al., 2010), 

completaram a maturação no mesmo tempo que os demais e apresentaram 

resultados semelhantes ao grupo BL para todos os parâmetros avaliados, apesar do 

maior período de exposição aos inibidores da meiose. Portanto, mesmo durante a 

exposição prolongada à cilostamida, um inibidor da PDE 3, os oócitos foram 

capazes de retomar e concluir a meiose, atingindo o estádio de MII. De acordo Albuz 
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et al. (2010), a MIV na presença deste inibidor melhora o potencial dos oócitos para 

o desenvolvimento embrionário. 

Sabe-se que a butirolactona-I é capaz de bloquear a meiose de forma 

reversível e que, após o bloqueio, o período de MIV é mais acelerado do que o de 

oócitos não tratados (Hashimoto et al., 2002). Em nosso estudo, a inibição meiótica 

não interferiu no período necessário para a maturação nuclear, sendo semelhante 

aos grupos controle. O mesmo foi relatado com o bloqueio meiótico por 6h com 

butirolactona-I, após a remoção do inibidor a progressão inicial da meiose foi 

acelerada, porém após 18h de cultivo estava equiparada entre os grupos (Adona et 

al., 2006). 

A expansão das células do cumulus não é necessária para a progressão da 

maturação nuclear (Sirard, 1990), porém são eventos que ocorrem de maneira 

simultânea. Oócitos imaturos apresentam cumulus compacto e sem expansão, 

sendo que a expansão só é observada ao final da MIV (Oliveira e Silva et al., 2011), 

tal como foi observado no presente estudo. Entretanto, oócitos cultivados em fluido 

folicular demonstraram aumento no escore de expansão das células do cumulus, em 

comparação com os demais tratamento que não influenciaram no grau de expansão. 

O fluido folicular induz a expansão das células do cumulus (Sirard, 1990; Romero-

Arredondo e Seidel Jr, 1994).  

Os microfilamentos são os maiores componentes do citoesqueleto e auxiliam 

na divisão celular (Kim et al., 2000). Eles estão dispostos na região cortical do oócito 

bovino e, durante a extrusão do corpúsculo polar, uma grande parte dos 

microfilamentos de actina é eliminada no corpúsculo polar (Li et al., 2005). Nossos 

resultados demonstraram que a maior parte dos oócitos avaliados apresentou 

distribuição normal dos microfilamentos de actina, dispostos na região cortical do 

oócito e foi possível verificar a proximidade destes com os cromossomos e com o 

corpúsculo polar. Foi possível verificar que alguns oócitos apresentaram alterações 

na disposição dos microfilamentos de actina, contrário ao descrito por Adona et al. 

(2008) que não observaram alterações em nenhum momento da MIV de oócitos 

bloqueados.  

Após o transporte, os oócitos do grupo MR apresentaram maior quantidade 

de oócitos com os microfilamentos dispostos de forma difusa, diferindo de oócitos 
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imaturos e dos oócitos transportados com fluido folicular. Alterações nos 

microfilamentos representadas por pequenos agrupamentos de actina foram 

anteriormente reportadas, porém não foram prejudiciais ao desenvolvimento 

embrionário (Naruse et al., 2012). Adicionalmente, oócitos deste grupo 

apresentaram maior taxa de apoptose e maior quantidade intracelular de ROS, que 

se manteve até o final da MIV. As mitocôndrias são a maior fonte de geração de 

ROS (Pandey et al., 2010), porém, o aumento de ROS não pode ser justificado pela 

atividade mitocondrial no presente estudo, pois ao final da MIV foi verificado menor 

potencial de membrana mitocondrial neste grupo. Este achado indica menor 

competência destes oócitos, já que a atividade mitocondrial é positivamente 

correlacionada com a competência oocitária (Jeseta et al., 2014). No entanto, as 

alterações no citoesqueleto podem ser relacionadas com a ocorrência de apoptose, 

o que foi previamente sugerido para oócitos submetidos ao estresse térmico (Roth e 

Hansen, 2005). 

Foi anteriormente demonstrado que a suplementação do meio de MIV com 

fluido folicular oriundo de folículos grandes não altera a quantidade intracelular de 

ROS dos oócitos cultivados (Park et al., 2014). No entanto, pudemos verificar que o 

uso de fluido folicular no transporte de oócitos por 6 horas reduziu significativamente 

a quantidade de ROS ao final da MIV em comparação com os demais grupos, 

apesar desta redução não ter sido tão evidente após as 6h. Porém, neste grupo 

também foi verificada uma diminuição do potencial de membrana mitocondrial no 

final da MIV, o que pode, consequentemente, ter provocado a menor geração de 

ROS em decorrência de uma possível menor atividade metabólica celular. 

Em oócitos imaturos, as mitocôndrias estão predominantemente dispostas na 

periferia do oócito e, ao final da maturação, encontram-se dispersas pelo ooplasma 

(Adona et al., 2008; Oliveira e Silva et al., 2011). Este padrão de distribuição 

também foi observado nos tratamentos empregados, demonstrado o adequado 

reposicionamento desta organela. 
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5. CONCLUSÃO 
 

 

A adição de inibidores da meiose (butirolactona-I, IBMX associado a 

forskolina e fluido folicular), com exceção da milrinona, ao meio de transporte de 

oócitos bovinos permite um transporte adequado por 6h, proporcionando condições 

de maturação do oócito semelhante à obtida in vitro a partir de oócitos que não 

foram submetidos ao transporte. Visto que em comparação com o transporte na 

ausência de inibidores o transporte com BL reduziu a quantidade intracelular de 

ROS e os tratamentos BL, CL e FF resultaram em menor taxa de apoptose após o 

transporte.  
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CAPÍTULO 3 – DESENVOLVIMENTO EMBRIONÁRIO A PARTIR DE OÓCITOS 
BOVINOS TRANSPORTADOS COM INIBIDORES DA MEIOSE E 
DESTINADOS A PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES 

 
 

RESUMO – O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da inibição da 

meiose com inibidores farmacológicos ou biológicos durante o transporte de oócitos 

bovinos por 6 horas sobre a competência para o desenvolvimento e qualidade dos 

embriões produzidos. Para tanto, o meio de transporte de oócitos foi suplementado 

com butirolactona-I (BL), milrinona (MR), IBMX e forskolina (CL) ou fluido folicular 

puro (FF) e o meio de maturação somente do grupo transportado com IBMX e 

forskolina foi suplementado com cilostamida. Os oócitos foram incubados em 

incubadora portátil (Minitub®) para simulação de transporte, durante 6h. 

Posteriormente, foram submetidos à maturação in vitro (MIV) até completar 24h e, 

em seguida, foram fecundados e os prováveis zigotos foram cultivados in vitro 

durante 7 dias. Foi feita a avaliação da taxa de clivagem (72 hpi) e do 

desenvolvimento embrionário até a fase de blastocistos (168 hpi), sendo que a 

qualidade dos embriões foi avaliada pela contagem do número total de células e 

taxa de apoptose, assim como pela mensuração da atividade das caspases. A taxa 

de clivagem foi maior (P<0,05) para o grupo Contr SFB (84,5%) quando comparada 

aos demais (59,6%-70,9%). O desenvolvimento embrionário do grupo Contr SFB 

(39,8%) foi maior (P<0,05) quando comparado a Contr Transp (22,6%) e MR 

(21,6%) e todos estes foram semelhantes (P>0,05) aos demais (23,6%-28,7%). O 

número total de células em embriões do grupo Contr SFB (85,2) foi maior (P<0,05) 

do que os dos grupos Contr BSA (53,6), Contr Transp (55,5), BL (58,3), CL (57,9) e 

MR (59,1), e todos foram semelhantes (P>0,05) aos do grupo FF (67,7). A taxa de 

apoptose avaliada pelo ensaio TUNEL não diferiu (P>0,05) entre os tratamentos 

(12,3%-15,7%), assim como a atividade das caspases que não apresentou diferença 

(P>0,05) entre os grupos experimentais (139,0-152,4). A adição de inibidores da 

meiose (butirolactona-I, IBMX associado à forskolina e fluido folicular), com exceção 

da milrinona, ao meio de transporte de oócitos bovinos permite um transporte 

adequado por 6h, proporcionando condições de maturação e aquisição da 
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competência do oócito que permitem uma produção embrionária semelhante à 

obtida in vitro a partir de oócitos que não foram submetidos ao transporte. 

 

 

Palavras-chave: produção in vitro, inibição da meiose, transporte de oócitos 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

O ambiente folicular é responsável tanto pelo bloqueio quanto pela retomada 

da meiose oocitária (Gilchrist, 2011). As células foliculares atuam de forma a 

proporcionar a manutenção do oócito em prófase I (Mehlmann, 2005) pelos altos 

níveis de monofosfato de adenosina cíclica (AMPc) no interior do oócito (Gilchrist, 

2011). A retomada da meiose é devida ao decréscimo dos níveis de AMPc (Dekel, 

2005) a qual, in vitro,  ocorre de forma espontânea, após a remoção do oócito do 

ambiente folicular devido à aspiração folicular (Bilodeau-Goeseels, 2011). Esta 

retomada precoce da meiose (Blondin et al., 1997) sinaliza o início do processo de 

maturação oocitária in vitro, porém, em situações onde o oócito é transportado da 

fazenda até o laboratório em incubadora portátil, sem controle de atmosfera gasosa, 

a capacitação oocitária pode ser comprometida. 

Portanto, na tentativa de aumentar a competência dos oócitos obtidos a 

campo para finalidade de produção in vitro de embriões, podem ser utilizados 

inibidores da maturação nuclear durante o transporte destes oócitos. Isto porque o 

bloqueio meiótico aumenta a competência dos oócitos para o desenvolvimento 

(Hashimoto et al., 2002), uma vez que os baixos níveis de AMPc durante o bloqueio  

permitem que o oócito tenha mais tempo para passar pelo processo de maturação 

citoplasmática (Guixue et al., 2001), consequentemente acumulando moléculas 

importantes para o desenvolvimento embrionário inicial, o que pode melhorar a 

eficiência da produção in vitro de embriões (Bilodeau-Goeseels, 2012).  

Os inibidores da meiose atuam de diferentes maneiras, podendo agir nas 

proteínas cinases ou nas fosfodiesterases (PDE), que são enzimas responsáveis 

pelo controle do AMPc, ou ainda na ativação do fator promotor da maturação (MPF). 

Inibidores de ciclinas dependentes de cinases (CDK) são utilizados para prevenir a 

retomada precoce da meiose, permitindo a maturação citoplasmática adequada, o 

que garante a competência para a fertilização e posterior desenvolvimento 

embrionário (Knockaert et al., 2002). A butirolactona-I, um inibidor de CDK, 

demonstrou-se capaz de bloquear a meiose em oócitos bovinos de forma reversível 
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por inibir a ativação do MPF, melhorando a competência dos oócitos (Kubelka et al., 

2000). 

Inibidores de PDE são capazes de bloquear a meiose, uma vez que esta é 

responsável pela degradação do AMPc (Albuz et al., 2010; Sasseville et al., 2009; 

Thomas et al., 2002). Cilostamida e milrinona são inibidores específicos das PDE 

tipo 3, a família das PDE expressa predominantemente nos oócitos (Sasseville et al., 

2009). A adição de cilostamida na maturação retarda a diminuição dos níveis de 

AMPc (Albuz et al., 2010). O uso de milrinona em oócitos proporciona níveis 

satisfatórios de competência para o desenvolvimento embrionário após transferência 

nuclear (Naruse et al., 2012). Albuz e colaboradores (2010) propuseram um sistema 

de maturação in vitro (MIV) denominado SPOM (“simulated physiological oocyte 

maturation”) que consiste em uma fase de pré-maturação na presença de IBMX e 

forskolina por 1 a 2 horas, com o objetivo de aumentar rapidamente as 

concentrações de AMPc no oócito, seguida por um período mais longo de MIV, na 

presença de cilostamida, visto que a exposição contínua dos oócitos a um inibidor 

da PDE 3 melhora o potencial destes oócitos para o desenvolvimento embrionário. O 

SPOM foi capaz de aumentar a taxa de fertilização e de blastocistos quando 

comparado à MIV tradicional. 

O fluido folicular contém fatores que inibem a retomada da meiose e pode ser 

utilizado como alternativa biológica para a inibição da meiose (Sirard et al., 1998). 

Foi observada inibição da maturação nuclear de oócitos maturados in vitro em meio 

suplementado com fluido folicular obtido de folículos logo após o pico de LH. No 

entanto, o fluido folicular obtido de folículos após 8h e 20h do pico de LH não foi 

capaz de inibir a meiose (Romero-Arredondo e Seidel Jr, 1994). Além disso, a 

suplementação do meio de maturação com fluido folicular oriundo de folículos de 

tamanho médio e grande foi capaz de diminuir a taxa de apoptose (Park et al., 

2014). 

O presente trabalho foi delineado com o propósito de testar a hipótese de que 

a adição de inibidores biológicos ou farmacológicos da maturação nuclear ao meio 

de transporte de oócitos bovinos pode possibilitar condições adequadas de cultivo, 

levando à uma maior competência oocitária e, consequentemente, uma melhor 

produção e qualidade embrionária. Portanto, buscando a melhoria na produção in 
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vitro de embriões bovinos, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da 

inibição da meiose com inibidores farmacológicos (butirolactona-I, milrinona ou 

cilostamida) ou biológicos (fluido folicular) durante o transporte de oócitos bovinos 

por 6 horas sobre a competência no desenvolvimento embrionário e qualidade dos 

embriões produzidos. 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
Reagentes químicos 
 Os reagentes utilizados foram da empresa Sigma Chemical Co. (St. Louis, 

MO, USA), caso contrário estão especificados no texto. Materiais plásticos e tubos 

foram obtidos da empresa Corning Inc. (Acton, MA, USA). 

 

Obtenção e seleção de oócitos 

Foram aspirados folículos de 3-8 mm de ovários de bovinos provenientes 

abatedouro, não excedendo o limite de 4 horas desde o abate até o início das 

aspirações. Durante a seleção, os oócitos foram mantidos em fluido folicular 

centrifugado acrescido de antibiótico para prevenir a retomada imediata da meiose. 

O fluido folicular foi obtido em cada rotina através da centrifugação do sobrenadante 

por 5 minutos à 12500xg, em seguida, o sobrenadante foi recuperado e acrescido de 

75 µg/mL de penicilina/estreptomicina. Os oócitos com cumulus compacto contendo 

pelo menos quatro camadas de células e de aparência saudável (citoplasma de 

granulação homogênea) foram selecionados para o cultivo. O período de tempo da 

seleção até o início do cultivo foi de aproximadamente 1 hora. 

 
Simulação de transporte e cultivo de maturação in vitro de oócitos 
 Os oócitos selecionados foram submetidos à simulação de transporte 

anteriormente ao cultivo de maturação in vitro. Para tanto, foram acondicionados em 

criotubos contendo 100 µL de meio de transporte (25-30 oócitos/gota), composto por 

TCM-199 (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) suplementado com 0,2 mM de 
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piruvato, 25 mM de bicarbonato de sódio, 75 µg/mL de amicacina, 0,5 µg/mL de FSH 

(Folligon®, MSD Animal Health, São Paulo, Brasil), 100 UI/mL de hCG (Vetecor®, 

Hertape Calier, Juatuba, Brasil) e 0,3% de BSA, além de inibidor da meiose 

(descrição dos grupos no item Delineamento Experimental). O meio foi coberto com 

óleo mineral e os criotubos foram gaseificados com mistura gasosa contendo 5% O2, 

5% CO2 e 90% N2, sendo então acondicionados em incubadora portátil (Minitub®) a 

38,5°C durante 6 horas.  

Após a simulação de transporte em incubadora portátil, os oócitos foram 

lavados para completa remoção dos inibidores e foram transferidos para microgotas 

de 100 µL (25-30 oócitos/gota) de meio de maturação, composto por TCM-199 

suplementado com 0,2 mM de piruvato, 25 mM de bicarbonato de sódio, 75 µg/mL 

de amicacina, 0,5 µg/mL de FSH, 100 UI/mL de hCG e 0,6% de BSA ou 10% de 

SFB (de acordo com o grupo experimental), cobertas com óleo mineral. O cultivo de 

maturação foi conduzido em incubadora com temperatura de 38,5°C, máxima 

umidade e atmosfera de 5% de CO2 em ar por 18 horas. Desta forma, o tempo total 

de cultivo de maturação de 24 horas (6 horas em transporte simulado mais 18 horas 

em incubadora). 

 

Fertilização e cultivo embrionário in vitro 
A FIV foi realizada após o término do cultivo de maturação (24 horas), 

utilizando-se o sêmen de um único touro Nelore da mesma partida e com fertilidade 

provada para produção in vitro. A palheta de sêmen foi descongelada à temperatura 

de 36°C por 40 segundos e os espermatozoides vivos foram separados do diluidor 

por centrifugação em gradiente de densidade descontínua de Percoll (GE Healthcare 

Bio-Sciences, Suécia) em duas fases (90% e 45%), a 2500xg durante 7 minutos em 

temperatura ambiente. O sedimento recuperado foi avaliado quanto ao volume, 

concentração e motilidade espermática. A concentração final foi ajustada para 

25x106 espermatozoides vivos por mL de meio de fecundação (TALP-FIV) contendo 

10 µg/mL de heparina e 4 µL/mL da solução de PHE (1 mM de hipotaurina, 2 mM de 

penicilamina e 250 mM de epinefrina). Os oócitos foram lavados duas vezes em 

meio B-199, e uma vez em meio TALP-FIV, sendo então adicionados 25 oócitos por 

microgota. Subsequentemente, foram inseminados com aproximadamente 100x103 
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espermatozoides por microgota de 100 µL de meio TALP-FIV designada a cada 

grupo experimental e incubados a 38,5°C por 24 horas em atmosfera de 5% de CO2 

em ar. 

O cultivo embrionário foi realizado em microgotas de 100 µL de meio 

Synthetic Oviduct Fluid (SOF) suplementado com 0,2 mM de L-glutamina, 0,34 mM 

de citrato de sódio, 2,8 mM de myo-inositol, 2% de BME aminoácidos essenciais, 1% 

MEM aminoácidos não essenciais, 0,5% de BSA e 2,5% de SFB, recobertas com 

óleo mineral, à temperatura de 38,5°C em incubadora com atmosfera de 5% de CO2 

em ar. Com 72 horas pós-inseminação (hpi), 50% do meio de cultivo foi renovado. A 

clivagem foi avaliada 72 hpi e o desenvolvimento embrionário 168 hpi (dia 7), 

quando os mesmos foram avaliados quanto ao número de células totais, taxa de 

células em apoptose e atividade das caspases. 

 
Determinação do número total de células e taxa de apoptose 

A fragmentação do DNA em blastocistos iniciais e blastocistos foi observada 

após a marcação das células em apoptose pela coloração “In situ terminal 

deoxinucleotidyl transferase mediated dUTP Nick end labeling assay” (TUNEL; 

Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA), conforme recomendação do fabricante. 

Os embriões foram fixados em solução de paraformaldeído 4%, a temperatura 

ambiente por 1 hora e, em seguida, foram permeabilizados em solução de Triton X-

100 0,5% em citrato de sódio 0,1% por 30 minutos em temperatura ambiente. Os 

embriões do controle positivo foram incubados com DNAse I (50 UI/mL de água Milli-

Q) (RNAse free) a 37°C por 1 hora, sendo que durante este período os embriões dos 

tratamentos permaneceram em PBS-PVP. Subsequentemente, foram incubados em 

10 µL da mistura para a reação TUNEL (proporção de 1:9, enzima e tampão) por 1 

hora em câmara úmida à 37°C, no escuro. Os embriões do controle negativo foram 

incubados na ausência da enzima. Após a reação TUNEL, os embriões foram 

incubados com Hoechst 33342 (1 µg/mL) por 15 min em temperatura ambiente. Em 

seguida, foram montadas as lâminas com glicerol e os embriões foram avaliados em 

microscópio invertido equipado com epifluorescência (Olympus IX51; excitação 510-

550 nm e emissão 590 nm). Foi realizada a contagem do número de células com 

fragmentação de DNA (células TUNEL positivas: fluorescência verde ou amarela 
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pontual dentro do núcleo) e do número total de células (fluorescência azul) pela 

coloração com Hoechst 33342 (Figura 1).  

 

   
Figura 1. Imagem ilustrativa de embrião bovino corado com a sonda fluorescente 
Hoechst 33342 para identificação dos núcleos e contagem do número total de 
células (em azul, A) e TUNEL para determinação das células em apoptose (em 
verde, B). Sobreposição das imagens em (C). Os embriões foram avaliados em 
microscopia de epifluorescência (excitação 510-550 nm e emissão 590 nm, aumento 
20X). 
 
Mensuração da atividade das caspases 3 e 7 

A mensuração da atividade das caspases 3 e 7 foi realizada nos blastocistos 

expandidos pela coloração com a sonda fluorescente do “Image iT LIVE Red 

Caspase-3 and -7 Detection Kit” (FLICA, Molecular Probes, Invitrogen, OR, USA), de 

acordo com as informações do fabricante. Brevemente, os embriões foram 

incubados em 10 µL da solução 30X Flica em câmara úmida à 37°C por 1 hora, no 

escuro. Em seguida, foram lavados na solução 1X buffer e fixados em 

paraformaldeído 4% por 40 minutos. Foram montadas as lâminas com glicerol e os 

embriões corados foram avaliados imediatamente em microscópio invertido 

equipado com epifluorescência (Olympus, IX51; excitação de 550 nm e emissão de 

595 nm; Figura 2). As imagens obtidas foram posteriormente analisadas pelo 

programa Q-Capture Pro Image software (Media Cybernetics, Inc. Version 5.0.1.26) 

para quantificação da intensidade de fluorescência emitida. 

 

A	
   B	
   C	
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Figura 2. Imagem ilustrativa de embriões bovinos corados com a sonda fluorescente 
FLICA® e avaliados em microscopia de epifluorescência (excitação 510-550 nm e 
emissão 590 nm, aumento 20X). Maior intensidade de fluorescência indica maior atividade das 
caspases. 
 
Delineamento experimental 
 O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do transporte simulado de oócitos 

bovinos em meio contendo inibidor da meiose sobre o desenvolvimento e qualidade 

dos embriões produzidos in vitro. Para a simulação de transporte em incubadora 

portátil (Minitub®) com temperatura de 38,5°C em ar atmosférico, os oócitos foram 

cultivados por 6 horas em meio de transporte na presença de inibidores da meiose, 

de acordo com os seguintes tratamentos: 1) 100 µM de butirolactona-I (BL); 2) 100 

µM de forskolina + 500 µM IBMX (CL); 3) 100 mM de milrinona (MR); e 4) fluido 

folicular puro, acrescido de 75 µg/mL de penicilina/estreptomicina (FF). 

Posteriormente, os oócitos dos grupos BL, MR e FF foram lavados para completa 

remoção dos inibidores e foram maturados em meio de maturação em incubadora 

com temperatura de 38,5°C, máxima umidade e atmosfera de 5% de CO2 em ar por 

18 horas. Oócitos do grupo CL foram lavados para completa remoção dos inibidores 

e foram maturados em meio de maturação acrescido de 20 µM de cilostamida, sob 

as mesmas condições dos demais tratamentos. Desta forma, a duração total de 

cultivo de maturação foi de 24 horas (6 horas em transporte simulado mais 18 horas 

em incubadora).  

Foram feitos 3 grupos controle: 1) oócitos maturados em meio suplementado 

com SFB (Contr SFB), em incubadora com temperatura de 38,5°C, máxima umidade 

e atmosfera de 5% de CO2 em ar por 24 horas; 2) oócitos maturados em meio 

suplementado com BSA (Contr BSA), em incubadora com temperatura de 38,5°C, 
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máxima umidade e atmosfera de 5% de CO2 em ar por 24 horas; e 3) oócitos 

maturados em meio suplementado com BSA (Contr Transp), em incubadora portátil 

(Minitub®) durante 6 horas (simulação de transporte), sendo então transferidos para 

incubadora com temperatura de 38,5°C, máxima umidade e atmosfera de 5% de 

CO2 em ar por mais 18 horas (total de 24 horas).  

Após o término do cultivo de maturação, os oócitos foram fecundados e os 

prováveis zigotos foram cultivados por 7 dias (D7). Foi avaliada a taxa de clivagem e 

de desenvolvimento embrionário até a fase de blastocistos, nos quais foram 

avaliados o número total de células, taxa de apoptose e atividade das caspases. O 

delineamento está representado na Figura 3. 

 

 
Figura 3: Esquema representativo do delineamento experimental completo. 
 

Análise estatística 
Neste estudo, os dados estão expressos na forma de média ± erro padrão 

(EPM). A porcentagem de blastocistos recuperados no Dia 7 foi calculada pela 

fração de oócitos cultivados que atingiram os determinados estádios de 

desenvolvimento. Como as porcentagens não obtiveram distribuição normal, os 

dados foram transformados utilizando arco seno raiz quadrada. Os dados foram 
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submetidos à análise de variância (ANOVA) e, quando um efeito estatisticamente 

significativo foi encontrado, comparações múltiplas das médias foram determinadas 

pelo teste de Tukey (SAS Programa V.8). Diferenças com probabilidades (P) 

menores que 0,05 foram consideradas significativas. 

 
 
3. RESULTADOS 

 

 

Como demonstrado na Tabela 1, a taxa de clivagem foi maior (P<0,05) para o 

grupo Contr SFB (84,5%) quando comparada aos demais (59,6%-70,9%). O 

desenvolvimento embrionário do grupo Contr SFB (39,8%) foi maior (P<0,05) 

quando comparado a Contr Transp (22,6%) e MR (21,6%); no entanto, todos estes 

foram semelhantes (P>0,05) aos demais (23,6%-28,7%). Com relação ao número 

total de células, embriões do grupo Contr SFB (85,2) foram maiores (P<0,05) do que 

os dos grupos Contr BSA (53,6), Contr Transp (55,5), BL (58,3), CL (57,9) e MR 

(59,1), e nenhum diferiu (P>0,05) do grupo FF (67,7). 

 

Tabela 1. Clivagem, desenvolvimento embrionário e número total de células de 
embriões bovinos produzidos a partir de oócitos cultivados com inibidores da meiose 
durante o transporte por 6 horas em incubadora portátil, seguido do cultivo de 
maturação in vitro por 18 horas adicionais, em meio livre de inibidor. 

Grupo No 
Oócitos 

Clivagem 
(% Média ± EPM) 

Blastocistos 
(% Média ± EPM) 

No Células Totais 
(Média ± EPM) 

Contr SFB 117 84,5 ± 2,7 a 39,8 ± 4,7 a 85,2 ± 5,6 a 

Contr BSA 216 69,5 ± 2,9 b 28,7 ± 2,7 ab 53,6 ± 3,0 b 

Contr Transp 210 70,9 ± 2,3 b 22,6 ± 3,4 b 55,5 ± 4,4 b 

BL 207 68,9 ± 2,7 b 23,6 ± 3,3 ab 58,3 ± 3,0 b 

CL 207 65,8 ± 2,7 b 24,0 ± 3,2 ab 57,9 ± 4,9 b 

MR 208 64,5 ± 2,5 b 21,6 ± 2,3 b 59,1 ± 3,9 b 

FF 220 59,6 ± 3,4 b 25,0 ± 4,0 ab 67,7 ± 4,2 ab 
Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Contr SFB: oócitos 
maturados in vitro em meio MIV suplementado com 10% SFB por 24h em incubadora com 5% CO2; 
Contr BSA: oócitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 24h em 
incubadora com 5% CO2; Contr Transp : oócitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 
0,6% BSA por 6h em Minitub e por 18h em incubadora 5% CO2; BL: oócitos pré-maturados em meio 
de transporte suplementado com 0,3% BSA e 100 µM Butirolactona-I por 6h em Minitub e maturados 
in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 18h em incubadora 5% CO2; CL: oócitos pré-
maturados em meio de transporte suplementado com 0,3% BSA, 100 µM Forskolina e 500 µM IBMX 
por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA e 20 µM 
Cilostamida por 18h em incubadora 5% CO2; MR: oócitos pré-maturados em meio de transporte 
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suplementado com 0,3% BSA e 100 mM Milrinona por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio 
MIV suplementado com 0,6% BSA por 18h em incubadora 5% CO2; FF: oócitos pré-maturados em 
fluido folicular puro acrescido de antibiótico (75 µg/mL de penicilina/estreptomicina) por 6h em Minitub 
e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA em incubadora 5% CO2. 
  

A taxa de apoptose estimada pelo ensaio TUNEL em blastocistos iniciais e 

blastocistos está demonstrada na Figura 4. Não houve diferença (P>0,05) entre os 

grupos avaliados (12,3%-15,7%).  

A atividade das caspases, demonstrada na Figura 5, não apresentou 

diferença (P>0,05) entre os grupos experimentais (139,0-152,4). 

 

Figura 4. Taxa de apoptose em embriões bovinos produzidos a partir de oócitos 
cultivados com inibidores da meiose durante o transporte por 6 horas em incubadora 
portátil, seguido do cultivo de maturação in vitro por 18 horas adicionais, em meio 
livre de inibidor. Taxa de apoptose estimada pelo ensaio TUNEL em blastocistos iniciais e 
blastocistos no dia 7 de cultivo. Contr SFB: oócitos maturados in vitro em meio MIV suplementado 
com 10% SFB por 24h em incubadora com 5% CO2; Contr BSA: oócitos maturados in vitro em meio 
MIV suplementado com 0,6% BSA por 24h em incubadora com 5% CO2; Contr Transp : oócitos 
maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 6h em Minitub e por 18h em 
incubadora 5% CO2; BL: oócitos pré-maturados em meio de transporte suplementado com 0,3% BSA 
e 100 µM Butirolactona-I por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 
0,6% BSA por 18h em incubadora 5% CO2; CL: oócitos pré-maturados em meio de transporte 
suplementado com 0,3% BSA, 100 µM Forskolina e 500 µM IBMX por 6h em Minitub e maturados in 
vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA e 20 µM Cilostamida por 18h em incubadora 5% 
CO2; MR: oócitos pré-maturados em meio de transporte suplementado com 0,3% BSA e 100 mM 
Milrinona por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 18h 
em incubadora 5% CO2; FF: oócitos pré-maturados em fluido folicular puro acrescido de antibiótico 
(75 µg/mL de penicilina/estreptomicina) por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV 
suplementado com 0,6% BSA em incubadora 5% CO2. Não foram observadas diferenças entre os 
grupos (P>0,05). 
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Figura 5. Atividade das caspases 3 e 7 em embriões bovinos produzidos a partir de 
oócitos cultivados com inibidores da meiose durante o transporte por 6 horas em 
incubadora portátil, seguido do cultivo de maturação in vitro por 18 horas adicionais, 
em meio livre de inibidor. Intensidade de fluorescência em blastocistos iniciais e blastocistos no 
dia 7 de cultivo. Contr SFB: oócitos maturados in vitro em meio MIV suplementado com 10% SFB por 
24h em incubadora com 5% CO2; Contr BSA: oócitos maturados in vitro em meio MIV suplementado 
com 0,6% BSA por 24h em incubadora com 5% CO2; Contr Transp : oócitos maturados in vitro em 
meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 6h em Minitub e por 18h em incubadora 5% CO2; BL: 
oócitos pré-maturados em meio de transporte suplementado com 0,3% BSA e 100 µM Butirolactona-I 
por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 18h em 
incubadora 5% CO2; CL: oócitos pré-maturados em meio de transporte suplementado com 0,3% BSA, 
100 µM Forskolina e 500 µM IBMX por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV 
suplementado com 0,6% BSA e 20 µM Cilostamida por 18h em incubadora 5% CO2; MR: oócitos pré-
maturados em meio de transporte suplementado com 0,3% BSA e 100 mM Milrinona por 6h em 
Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 0,6% BSA por 18h em incubadora 5% 
CO2; FF: oócitos pré-maturados em fluido folicular puro acrescido de antibiótico (75 µg/mL de 
penicilina/estreptomicina) por 6h em Minitub e maturados in vitro em meio MIV suplementado com 
0,6% BSA em incubadora 5% CO2. Não foram observadas diferenças entre os grupos (P>0,05). 
 

 

4. DISCUSSÃO 
 

 

 O transporte de oócitos do campo ao laboratório pode levar várias horas, 

podendo diminuir a viabilidade oocitária, uma vez que a remoção do oócito do 

ambiente folicular leva a retomada espontânea da meiose (Bilodeau-Goeseels, 

2011; Guemra et al., 2014). O uso de inibidores da meiose durante o transporte de 

oócitos por um período prévio à maturação pode aumentar a competência oocitária 

para o desenvolvimento embrionário. 
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Neste estudo, foi feita a simulação do transporte de oócitos bovinos por 6h em 

meio de transporte com inibidores da meiose. A duração do transporte foi definida 

baseada na literatura em estudos sobre a eficácia dos diferentes inibidores da 

meiose utilizados e a duração do bloqueio. Como o IBMX mantém a meiose 

bloqueada por no máximo 8h (Barretto et al., 2007), foi determinada a duração do 

transporte em 6h. O meio de transporte de oócitos foi acrescido de hormônios, visto 

que a adição destes pode melhorar o potencial de desenvolvimento dos oócitos 

(Ponderato et al., 2002). 

Os grupos BL, CL e FF apresentaram maior produção de blastocistos em 

comparação com os grupos MR e Contr Transp, equiparando a produção com os 

grupos Contr SFB e Contr BSA, os quais não foram submetidos ao transporte. Taxas 

de blastocistos semelhantes (27,3%) foram obtidas no transporte de oócitos bovinos 

pelo mesmo período com a mesma incubadora portátil, em meio suplementado com 

SFB, HEPES e hormônios (Silva et al., 2011). Desta forma, os resultados 

demonstram que o transporte por 6h em meio suplementado com BSA e com os 

inibidores BL ou CL, ou ainda em FF, pode proporcionar índices de produção de 

embriões in vitro compatíveis com aqueles produzidos em incubadora com 

atmosfera de 5% CO2 em ar e em meio suplementado com SFB. 

 O grupo MR não se mostrou eficiente como suplemento do meio para o 

transporte de oócitos bovinos por 6h. Em estudo anterior, a milrinona utilizada na 

mesma dose como suplemento do meio de maturação melhorou a taxa de 

blastocistos após a transferência nuclear, porém, os autores utilizaram uma pré-

maturação desses oócitos com a butirolactona-I (Naruse et al., 2012). Em nosso 

estudo, a milrinona, pode não ter sido eficiente para o transporte de oócitos por 6h, 

pois não foi associada com butirolactona-I durante a pré-maturação. 

 A pré-maturação com butirolactona-I por 24h é capaz de bloquear a meiose 

de forma reversível e manter o desenvolvimento embrionário subsequente (Adona e 

Leal, 2004; Adona et al., 2008). No presente estudo foi comprovado que ela foi 

eficaz para o transporte de oócitos bovinos por até 6h e foi capaz de melhorar o 

desenvolvimento embrionário quando comparada ao transporte em meio de 

maturação sem inibidores (Contr Transp). Estes resultados corroboram com 

resultados recentes de Guemra et al. (2014), que demonstraram o uso de 
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butirolactona-I para o transporte de oócitos bovinos por até 19h, o que permite o 

transporte por longas distâncias mantendo a qualidade do oócito, visto que a 

produção embrionária e taxa de prenhez não foram afetadas pelos tratamentos.  

 O sistema SPOM, proposto por Albuz e colaboradores (2010), consiste em 

uma fase de pré-maturação na presença de IBMX e forskolina, com o objetivo de 

aumentar rapidamente as concentrações intraoocitárias de AMPc. 

Subsequentemente à pré-maturação, segue-se um período de maturação estendida 

(30h) em meio suplementado com cilostamida, um inibidor da PDE3 que é utilizado 

para aumentar a competência do oócito para o desenvolvimento embrionário. No 

presente estudo, o grupo CL foi adaptado deste protocolo e se mostrou efetivo para 

o transporte de oócitos por 6h, mantendo a qualidade dos embriões produzidos.  

A manutenção de oócitos em fluido folicular é benéfica para a competência 

oocitária, provavelmente por proporcionar a manutenção dos altos níveis de AMPc 

no oócito (Ulloa et al., 2014). O transporte de oócitos bovinos em fluido folicular por 

6h foi eficiente, como já demonstrado na literatura no cultivo de oócitos em tubos de 

reação por 6h antes da MIV em fluido folicular (Lehmkuhl et al., 2002) e no cultivo de 

oócitos em fluido folicular por 6h em banho-maria seguido de 18h de MIV (Rauber et 

al., 2003). Porém, o fluido folicular não apresentou resultados semelhantes em todas 

as rotinas, havendo grande variabilidade dos resultados (dados não demonstrados). 

Provavelmente isso se explica pelo fato do fluido ser de origem biológica e, assim 

como já demonstrado para o SFB, sujeito a variabilidade de resultados por 

diferenças na composição entre diferentes partidas, dificultando a repetibilidade dos 

resultados (Krisher et al., 1999). 

O número total de células em blastocistos iniciais e blastocistos após 7 dias 

de cultivo foi semelhante entre os grupos Contr SFB e FF. Estes resultados 

corroboram com estudos anteriores, nos quais não foram constatadas diferenças no 

número total de células em blastocistos eclodidos oriundos de oócitos cultivados por 

6 horas em fluido folicular proveniente de folículos de diferentes diâmetros (Rauber 

et al., 2003). Também não houve diferença na taxa de blastocistos produzidos a 

partir de oócitos maturados em meio suplementado com SFB e com fluido folicular 

oriundo de folículos de diferentes diâmetros (Park et al., 2014). Da mesma forma, 

não houve diferença no número total de células entre os grupos tratados com 
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inibidores da meiose e os grupos Contr BSA e Contr Transp, corroborando com os 

resultados de Varisanga et al. (2002) que não encontraram diferença no número 

total de células em embriões provenientes de oócitos maturados em incubadora 

portátil ou convencional. Todavia, a diferença verificada no número total de células 

dos blastocistos entre os grupos que foram suplementados com fluidos de origem 

biológica (soro e fluido folicular, respectivamente para os grupos Contr SFB e FF) e 

demais grupos suplementados com BSA, porém Watson et al. (2000) não 

encontraram diferenças no número total de células em embriões comparando a 

maturação em TCM-199 com 10% de SFB com a MIV em meio SOF acrescido de 

aminoácidos, no entanto, quando comparado com o meio SOF convencional houve 

redução no número de células. A ausência de diferença reportada nesse estudo 

pode ser devida a suplementação com aminoácidos no meio livre de SFB.  

A pré-maturação com butirolactona-I não altera o número total de células em 

relação ao controle (Adona et al., 2008), corroborando com os resultados do nosso 

experimento para BL e para os demais inibidores utilizados. O sistema SPOM 

adaptado (grupo CL) não promoveu incremento no número total de células dos 

blastocistos, contrário ao sistema SPOM convencional que produziu blastocistos 

com 184 blastômeros (Albuz et al., 2010). Porém,  esta diferença pode ser devida ao 

estádio de desenvolvimento dos blastocistos avaliados no nosso estudo, que foram 

blastocistos iniciais e blastocistos. 

A apoptose em embriões, quando limitada, é importante para a remoção de 

células danificadas, permitindo o desenvolvimento embrionário subsequente. Porém, 

se intensa, pode resultar em bloqueio no desenvolvimento embrionário (Paula-Lopes 

e Hansen, 2002). A ocorrência de apoptose nos blastocistos, avaliada pelo ensaio 

TUNEL e pela mensuração da atividade das caspases, foi semelhante para todos os 

grupos avaliados, provavelmente porque, segundo Watson et al. (2000), os 

diferentes meios de maturação não têm grande influência na taxa de apoptose em 

embriões. A ativação de caspases resulta da apoptose mediada pela mitocôndria e 

tal atividade pode ser utilizada como marcador de apoptose em embriões. Porém, 

não pode ser correlacionada com a presença de fragmentação nuclear pela 

ocorrência temporal dos eventos, uma vez que a ativação de caspases ocorre 

precocemente na cascata da apoptose e a fragmentação nuclear somente no final 
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(Vandaele et al., 2007). Portanto, os tratamentos utilizados neste estudo não 

interferiram no início e nem no final da cascata apoptótica, indicando uma boa 

qualidade dos embriões produzidos nas condições propostas neste trabalho.  

	
    

 

5. CONCLUSÃO 
 
 
 A adição de inibidores da meiose (butirolactona-I, IBMX associado a 

forskolina e fluido folicular), com exceção da milrinona, ao meio de transporte de 

oócitos bovinos permite um transporte adequado por 6h, proporcionando condições 

de maturação que permitem uma produção embrionária semelhante à obtida in vitro 

a partir de oócitos que não foram submetidos ao transporte. 
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CAPÍTULO 4 – CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 

 Os tratamentos propostos nesse estudo para a inibição da meiose utilizando 

butirolactona-I, IBMX associado a forskolina seguido da maturação com cilostamida 

e em fluido folicular puro, com exceção da milrinona durante o transporte de oócitos 

bovinos por 6h demonstrou efeitos benéficos na maturação oocitária e na produção 

e qualidade embrionária quando comparados com o transporte em meio de 

maturação.  

 Para uma aplicação em rotina de reprodução animal assistida o tratamento 

com fluido folicular puro não é indicado visto que há muita variabilidade nos 

resultados. Os melhores tratamentos a serem empregados seriam com 

butirolactona-I ou IBMX associado a forskolina seguido da maturação com 

cilostamida. Porém a butirolactona-I tem maior custo-benefício por se tratar de uma 

única droga. 


