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RESUMO 

 

O sistema de cultivo in vitro de embriões apresenta menor eficiência em relação 

ao in vivo, sendo caracterizado por menores taxas de desenvolvimento e de adesão, além 

de uma menor tolerância à certas alterações que provocam estresse, como agentes 

físicos, químicos, térmicos, osmóticos, oxidativos, radioativos, entre outros. De acordo 

com a intensidade do estresse, pode-se estimular uma resposta celular favorecendo o 

desenvolvimento embrionário, adquirindo maior tolerância através de aceleração no 

metabolismo, proliferação e crescimento celular. O objetivo do presente trabalho foi 

analisar o efeito do estresse óptico em diferentes momentos ao longo do cultivo e 

conhecer as possíveis aplicações, a partir do estresse subletal e da bioestimulação 

promovida pela irradiação com diodo emissor de luz  (LED). Com isto, os resultados 

demonstraram que em alguns estágios do desenvolvimento embrionário, tal como em 

blastocistos, o uso do estresse óptico pode ser benéfico ao embrião, protegendo-o de 

eventos como a apoptose. Os principais resultados demonstram que na produção de 

blastocistos houve aumento na produção dos mesmos nos grupos irradiados, apesar de 

não haver diferença estatística (Controle 23,2; IRD3inf  31,3; IRD6Infra 33,3). O 

estímulo por LED prévio à vitrificação mostrou que a irradiação por infravermelho em 

D3 pode estimular o aumento, em média, do numero de células (Controle: 91,9; 

IRD3inf: 112,8). Em relação às células apoptóticas, grupos irradiados com luz 

infravermelha mostraram menos número de células envolvidas neste processo 

(Controle: 11,6; IRD6inf: 6,6; IRFIVinf: 7,8), e a irradiação por luz vermelha pareceu 

aumentar a apoptose (IRD3verm: 15,6; IRD6verm: 16,1). Em relação à taxa de 

reexpansão, o a irradiação por luz vermelha teve efeito sobre o grupo irradiado em D3, 

mostrando uma diminuição significativa para o mesmo (Controle: 70,5; 

IRD3verm: 39,3). De acordo com os resultados obtidos, a irradiação com luz 

infravermelha demonstrou efeito na produção de blastocistos, o que é economicamente 

importante para a PIV de embriões. Além disso, as análises de apoptose demonstraram 

que a associação entre as técnicas aplicadas neste estudo são importantes para que a 

produção in vitro de embriões possa ser usada de forma conjunta com o uso de diodo 

emissor de luz (LED - Light Emitting Diode), de modo a interferir positivamente em 

processos bioquímicos e moleculares envolvidos no desenvolvimento in vitro. 

 

Palavras chave: Embriões, estresse subletal, Light Emitting Diode, vitrificação, 

apoptose. 
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Abstract 

 

The in vitro embryo culture system has lower efficiency compared to in vivo, 

because the in vitro system is characterized by lower rates of development, deployment, 

and a lower tolerance to certain changes that cause stress, such as physical, chemical, 

thermal, osmotic, oxidative and radioactive among others. According to the stress 

intensity it is possible to stimulate a cellular response promoting embryonic 

development and acquiring greater tolerance by the acceleration of metabolism, cell 

proliferation and growth. The objective of this study was to analyze the effect of the 

optical stress at different periods throughout the embryo development and understand 

the possible applications for this stimulation, from sublethal stress and biostimulation 

promoted by irradiation with lasers. Therefore, the results showed that optical stress can 

be beneficial to the embryos at certain stages of their development, such as blastocysts 

stage, protecting them from apoptosis. The main results show that an increase in 

blastocysts production for infrared irradiated groups, although there was no statistical 

difference (control 23.2; IRD3inf 31.3; IRD6Inf 33.3). The infrared LED stimulus prior 

to vitrification showed a higher number of cells for embryos in D3 (control: 91.9; 

IRD3inf: 112.8). Also, infrared irradiation appeared to decrease the number of 

apoptotics cells, when compared to controls (control: 11.6; IRD6inf: 6.6; IRFIVinf: 

7.8), and red light irradiation appeared to increase apoptosis (IRD3verm: 15.6; 

IRD6verm: 16.1). Regarding re-expansion rate, the red light irradiation in D3 is related 

a significant decrease in the rate (control: 70.5; IRD3verm: 39.3). According to the 

results, irradiation with infrared light effect is shown in blastocyst production, which is 

economically important to embryos IVP. Moreover, the apoptosis analysis showed that 

the association between the techniques applied in this study are important for the in 

vitro production of embryos can be used jointly with the use of light emitting diode 

(LED - Light Emitting Diode), in order to positively interfere in biochemical and 

molecular processes involved in developing in vitro. 

 

 

Keywords: Embryos, sublethal stress, Light Emitting Diode, vitrification, apoptosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Nos últimos anos, o Brasil alcançou o posto de maior produtor mundial de 

embriões bovinos produzidos in vitro (PIV). Na divulgação da Sociedade Internacional 

de Transferência de Embriões (IETS), a PIV de embriões bovinos no Brasil em 2011 é 

equivalente a 85% do total de embriões bovinos produzidos no mundo (Stroud, 2012). 

Além disso, grandes avanços nos sistemas de PIV foram observados de forma 

geral, com a melhoria dos métodos de cultivos e novos conhecimentos sobre a fisiologia 

do embrião, ultraestrutura e morfologia (Gardner, 2008; Abe et al., 2002; Rizos et al., 

2002, 2003). Atualmente a PIV é aplicada com sucesso no mercado de embriões 

bovinos. Porém, apesar de todo aperfeiçoamento da técnica de PIV de embriões 

alcançado ao longo das últimas décadas, a sua eficiência na produção de blastocistos 

ainda permanece ao redor de 30-45% do total de oócitos submetidos à maturação in 

vitro (Kane, 2003).  

A redução no número de embriões viáveis para transferência pode estar 

relacionada a diversos fatores, tais como redução da resposta à hiperestimulação, baixa 

taxa de fertilização e diminuição da qualidade embrionária, o que pode estar associados 

a eventos que causam estresse embrionário. Os embriões PIV possuem grande 

sensibilidade quando submetidos a estresse, através agentes físicos, químicos, térmicos 

(calor e frio), soluções hiper ou hipo osmóticas, oxidativos, radiativos, entre outros, 

cujas reações iniciam o processo de morte celular. As características mais frequentes 

observadas são o desencadeamento de uma serie de injúrias intracelulares como 

alterações cromossômicas, modificações da zona pelúcida, alterações ultraestruturais do 

citoesqueleto e das membranas mitocondriais, e fragmentação do ácido 
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desoxirribonucléico (DNA) resultando no processo de apoptose e morte celular (Hansen 

et al., 2001). 

Apesar de o estresse ser um agente de injúria celular, dependendo dos diferentes 

níveis de intensidade, ele pode estimular uma resposta celular positiva frente a este 

processo lesivo e desencadear uma série de eventos que culminam no favorecimento do 

desenvolvimento celular (Feder & Hoffman, 1999). Ao serem submetidas a um estresse 

leve a moderado, as células conseguem se adaptar completamente as novas condições, e 

a taxa de crescimento celular não é afetada. Baixos níveis de estresse podem causar 

adaptação transitória ou uma resposta adaptativa, acompanhada por mudanças 

fisiológicas temporais que muitas vezes resultam em uma maior tolerância ao estresse 

(Yousef e Courtney, 2003). Entretanto, se o nível do estresse ultrapassar o limite crítico 

de tolerância, o mesmo irá desencadear o processo de apoptose (morte celular não 

seguida de autólise) ou necrose (Hansen, 2007). 

Recentemente, foi sugerido um novo enfoque o uso do estresse subletal para 

aumentar o desenvolvimento dos embriões PIV. Foi demonstrado que, previamente ao 

processo de vitrificação, existe uma melhora na taxa de sobrevivência de blastocistos de 

camundongos, bovinos e suínos submetidos ao estresse subletal oriundo de pressão 

hidrostática (Pribenszky et al., 2010). Acredita-se que o estresse subletal pode ser 

aplicado em tratamentos cujos objetivo é induzir uma resistência temporal as células. 

Ativando a transcrição de genes que produzem proteínas especificas que permitem a 

adaptação ao estresse e resultado na sobrevivência. Tais proteínas de stress altamente 

conservadas que desempenham papéis essenciais na reparação de injurias intracelular e 

na contribuição para a interrupção do processo de apoptoses. (Wouters et al, 1999). Este 

conceito tem sido empregado em diferentes biotécnicas da reprodução e também pode 

ser aplicado na produção in vitro de embriões visando o aumento da eficiência da 
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técnica com consequente produção de embriões de melhor qualidade (Pribenzkyet al., 

2005b, 2012; Du et al., 2008). 

Uma das formas de bioestimulação embrionária refere-se a fotobioestimulação. 

Nesta a utilização de lasers de baixa potência demonstrou aumentar os níveis 

energéticos celulares alem de suprir o déficit energético resultantes do cultivo in vitro de 

embriões, de forma que contribui para o desenvolvimento embrionário (KARU et al., 

1988). De forma gera, só existem trabalhos que demostraram os efeitos benéficos de 

fotobioestimulação por diodo emissor de luz (light-emitting diode – LED). 

Na célula, o efeito da luz vermelha e infravermelha na foto-irradiação (630 – 

1000 nm) para cicatrização de feridas foi relacionado ao aumento de proliferação 

celular, da produção de colágeno e de fatores de crescimento (Sommer et al., 2001). 

Estudos clínicos já demonstraram que a fotobioestimulação é capaz de acelerar a 

cicatrização de feridas, induzir a regeneração após isquemia cardíaca e melhorar a 

recuperação de nervos ópticos após lesão (Whelan et al., 2001, Eells et al., 2004). 

Considerando a aplicação LED para a indução de estresse embrionário, ainda 

não existem, resultados que demonstrem os efeitos deste tipo de bioestimulação na 

literatura. Desta forma, o presente estudo teve como finalidade avaliar a contribuição da 

aplicação de LED no cultivo de embriões PIV, além de avaliar os efeitos apoptóticos do 

estresse subletal promovido pela irradiação LED em embriões bovinos produzidos in 

vitro. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

Na espécie bovina, ao longo dos primeiros estágios de clivagem, ocorre uma 

perda considerável dos embriões produzidos in vitro, sendo que menos da metade dos 

oócitos que chegam a clivar atingem o estágio de blastocisto (Bavisteret al., 1995). Esta 

elevada mortalidade embrionária ao longo deste período está frequentemente associada 

a condições desfavoráveis do cultivo in vitro, que de alguma forma estressam os 

embriões levando a apoptose ou necrose celular. Agentes físicos, químicos, térmicos 

(calor ou frio), solução hiper ou hipo osmóticos, oxidativos, radioativos, entre outros, 

são exemplos de fatores estressantes que podem causar injúrias aos embriões ao longo 

do cultivo in vitro (Schumacher & Fisher, 1988). 

A principal resposta embrionária frente ao estresse é o desencadeamento da 

apoptose celular, o que de acordo com o nível da intensidade do estresse (leve, 

moderado, forte e extremo) afetará o desenvolvimento embrionário, reduzindo a 

produção de blastocistos. Entretanto, o estresse pode eventualmente aumentar a 

produção de blastocistos (Bavister et al, 1995; Hardy et al., 1999; Thompson et al., 

2000).  

Os tipos de estresse mais prováveis no cultivo embrionários são os estresses 

térmico, oxidativo, osmótico, e óptico. 

 

2.1. Estresse térmico 

Utilizando sistema de cultivo in vitro, um estudo mostrou que a maior causa da 

redução da sobrevivência embrionária induzida pelo estresse térmico calórico (ETC) é 

originada pelos afeitos adversos das temperaturas elevadas entre o final da maturação 

oocitária, e os primeiros dias após a fertilização (Al-Katanani & Hansen, 2002), 
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reduzindo a sobrevivência em estágios iniciais no desenvolvimento dos zigotos e dos 

embriões. 

A hipersensibilidade dos oócitos ao ETC se deve a falta de produção das 

proteínas que atuam na prevenção do mesmo como, por exemplo, as heat shock proteins 

(HSP) e glutationa (GSH) (Edwards & Hansen 1996). Da mesma maneira, embriões de 

duas células não são capazes de sintetizar HSP70 em resposta ao estresse calórico 

(Souza et al., 1998). A síntese das HSP ocorre a partir da completa ativação do genoma 

embrionário entre 8-16 células (3° dia de fecundação), pois a partir desse momento, o 

embrião começa à adquirir resistência contra altas temperaturas (Ealy et al. 1993). Estas 

proteínas podem modular a apoptose celular, que é um dos mecanismos envolvidos na 

proteção embrionária durante a exposição ao ETC (Al-Katanani & Hansen, 2002; 

Neuber et al., 2002).  

A exposição dos complexos cúmulus-oócito (cumulus-oocyte complexes - 

COCs) de bovinos, a elevadas temperaturas nas primeiras 12 horas de maturação in 

vitro, compromete a arquitetura do citoesqueleto, reduz a maturação nuclear (Roth & 

Hansen, 2007), altera a síntese de novas proteínas (Edwards & Hansen.,1997), promove 

o aumento de radicais livres e induz a apoptose (Roth & Hansen, 2004). Estes efeitos 

deletérios diminuem a capacidade dos oócitos em se desenvolver até o estágio de 

blastocisto, após a fertilização in vitro (Edwards et al., 1997). 

Embriões de raças zebuínas são mais resistentes ao ETC do que os de raças 

taurinas e mestiços (Paula-lopes 2003; Barros 2002; Barros 2006). Além disso, Edwards 

& Hansen (1996), observaram que a exposição de oócitos ao ETC de 41°C por 12 horas 

reduziu seu desenvolvimento até a fase de blastocisto (30% vs 10% para oócitos 

cultivados a 39 e 41°C, respectivamente). 
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Resultados semelhantes foram relatados em outro experimento realizado por 

Edwards & Hansen (1997; 35% vs 18% para oócitos cultivados a 39 e 41°C, 

respectivamente). Além disso, Rivera & Hansen (2001) observaram que o ETC a 41°C, 

aplicado durante a fertilização e nos estágios de uma ou duas células possui efeito 

prejudical no desenvolvimento embrionário. 

 

2.2. Estresse oxidativo 

No metabolismo aeróbico ocorre a produção das espécies reativas de oxigênio 

(reactive oxygen species - ROS), tais como os radicais livres ânion superóxido (O2
-
), 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (OH
-
). Vários pesquisadores já 

constataram que as ROS estão envolvidas na função fisiológica e patológica do trato 

reprodutivo. São moléculas chaves de sinalização e modulação de diferentes funções 

reprodutivas, como por exemplo, a foliculogênese, a maturação folicular, ovulação e 

função do corpo lúteo (Sugino et al., 1996; Sabatini et al., 1999). No entanto, as ROS 

podem manifestar-se por varias vias metabólicas e enzimáticas que podem originar-se 

de fontes endógenas ou exógenas. 

Fontes endógenas: as reações da fosforilação oxidativa, nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase e xantina oxidase, são as principais fontes das 

ROS em oócitos e embriões, embora a contribuição de cada fonte dependa da espécie, 

fase de desenvolvimento, e também das condições de cultivo (Thompson et al, 2000). 

Fontes exógenas: a tensão atmosférica de oxigênio (O2) (Pabonet al., 1989), 

cátions metálicos como o ferro e cobre, a luz visível (Beehler et al, 1992), e o soro fetal 

bovino (Alvarez et al., 1996).  

Altas tensões atmosféricas de O2 favorecem a formação de ROS, responsável 

por vários tipos de danos ao embrião, como por exemplo, a peroxidação lipídica, a 
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modificação oxidativa de proteínas e ácidos nucleicos, alterações mitocondriais, 

fragmentação do DNA e a expressão de genes envolvidos na apoptose (Munné & Estop, 

1991; Takahashi et al., 2000). Alguns compostos possuem funções antioxidantes e 

atuam como um mecanismo de defesa contra a produção das ROS. Esses compostos 

podem ser divididos em antioxidantes não enzimáticos, como por exemplo, as vitaminas 

A, C e E, o piruvato, glutationa (GSH), e as CSH (hipotaurina taurina e cisteína); e 

antioxidantes enzimáticos incluindo superóxido desmutase/Mn-SOD, catalase e 

glutationa peroxidase/GPX (Gardner et al, 1998).  

Nas biotecnologias reprodutivas, a lipoperoxidação decorrente do estresse 

oxidativo é considerada uma das principais causas da baixa fertilidade dos 

espermatozoides submetidos aos processos de criopreservação e da baixa eficiência dos 

sistemas de cultivo oocitário e embrionário in vitro (Nasr-Esfahani , 1990; Chatterjee , 

2001).  

Evidências indicam que o excesso de ROS na PIV induz o bloqueio do 

desenvolvimento e compromete a viabilidade oocitária e embrionária. Estes 

comprometimentos ocorrem devido às lesões estruturais e funcionais promovidas pela 

deteriorização oxidativa dos ácidos graxos poli-insaturados (AGPI) (Wang, 2002).  

 

2.3. Estresse osmótico 

As células de mamíferos mantêm um ambiente homeostático interno regulado, 

onde estão expostas a mudanças de temperatura e osmolaridade em condições 

fisiológicas normais. Os oócitos têm propriedades únicas que os tornam mais 

suscetíveis a danos durante a exposição ao estresse (Van Blerkom& Davis, 1994). 

No entanto, a determinação dos limites de tolerância devido ao estresse osmótico 

depende da resposta celular frente as mudanças físicas e bioquímicas durante a mudança 
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osmótica (Williams & Shaw.,1980; King et al., 2004). Em soluções com alta 

concentração de partículas de soluto iônico (hiperosmótico) o fluido intracelular se 

movimenta rapidamente em movimento de saída de água através da membrana 

semipermeável, resultando na contração das células. Já o oposto ocorre quando as 

concentrações de partículas de soluto estão presentes no meio intracelular e o fluido 

extracelular se movimenta do ambiente hipo-osmótico para o interior da célula até 

saturá-la, correndo até o risco de romper a membrana; ambas as movimentações de 

fluidos, agem afetando a tonicidade da membrana semipermeável e o volume celular 

(King et al., 2004). 

O estresse osmótico é evidente principalmente em estudos que analisam técnicas 

de criopreservação de gametas ou embriões, cujas células são expostas a soluções 

altamente concentradas e contendo crioprotetores tanto nas soluções de congelamento 

como eventualmente nas de descongelamento (Vajta, 2000; Kaidiet al., 2001). O 

estresse osmótico pode provocar grandes alterações no volume celular, colocando em 

risco a viabilidade e desenvolvimento do embrião (Mazur & Schneider, 1986). Além 

disso, outras alterações oriundas do estresse osmótico submetidos a oócitos/embriões 

são: alterações na metáfase II, alterações cromossômica, modificações da zona pelúcida, 

e alterações ultraestruturais como do  citoesqueleto, das membranas mitocondriais, 

grânulos corticais e dos nucléolos que podem levar a apoptose (Gómez et al., 2008). 

As injúrias causadas pelo estresse osmótico em oócitos ou embriões já foram 

descritas em camundongos (Mazur&Schneider, 1986), bovinos, suínos e humanos 

(Hassold& Hunt, 2001). 
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2.4. Estresse óptico 

O desenvolvimento de embriões de hamsters, coelhos e outras espécies pode ser 

prejudicado pela exposição à luz visível (Lane & Gardner, 2005). Os experimentos 

conduzidos para testar o efeito nocivo do estresse oriundo da exposição dos embriões a 

luz visível indicaram que a redução da sua viabilidade pode ser decorrente de lesões ao 

DNA (Takahashi et al., 1999), atraso na divisão celular (Schumacher & Fisher, 1988), 

aumento da expressão das heat shock proteins de 70KDa (HSP 70) (Ealy et al. 1993; 

Edwards & Hansen,1996), geração de ROS intracitoplasmática, e ao aumento do 

número de células apoptóticas em resposta ao estresse (Paula-lopes & Hansen, 2002). 

Além disso, Wang (1974) observou que os intervalos próximos aos raios ultravioletas 

com comprimento de ondas de (300-400 nm) podem causar um efeito negativo, 

causando a morte de diferentes células.  

Uma vez que a radiação da luz visível (350-800 nm – figura 1) passa através de 

células embrionárias ocorre a produção das ROS. Do mesmo modo, a região azul (450-

500 nm) da luz é prejudicial devido ao seu alto conteúdo energético e capacidade de 

penetrar tecidos, causando danos (Godleyet al., 2005). Além disso, os raios 

infravermelhos (700 a 4000 nm) induzem o estresse oxidativo e a morte celular 

(Koniget al., 1996). 

A resposta ao estresse celular é um mecanismo de defesa da célula frente às 

alterações ambientais (Feder & Hoffman, 1999). Todos os processos que desencadeiam 

alguma forma de estresse são apontados como causas da ocorrência de apoptose em 

resposta ao estresse ocasionado. Dependendo dos diferentes níveis de intensidade, o 

estresse pode estimular uma resposta celular favorecendo seu desenvolvimento, 

adaptando-se e adquirindo tolerância ao estresse (Yousef & Courtney 2003). Quando o 

estresse melhora a função celular, considere-se como um impacto positivo. 
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Atualmente, o uso de LED em fibroblastos em cultivo, em condições 

hiperglicêmicas, demonstrou-se eficiente em promover um processo de cicatrização de 

tecidos, o que poderia ser aplicável à pacientes diabéticos. Neste caso, pode-se observar 

que o estresse causado pela irradiação por LED, em 570 nm (luz verde) apresentou um 

resultado positivo, uma vez que o estudo encontrou uma diferença signicante em relação 

à proliferação celular (Vink et al., 2005). Além disso, outro trabalho demonstrou no 

mesmo tipo celular que houve proliferação de fibriblastos em cultura, através do efeito 

da irradiação de LED, em diferentes faixas do espectro de luz, sugerindo a 

aplicabilidade da técnica na medicina (Vink et al., 2003). 

Em relação à tecnologias de reprodução assistida, o uso de laser teve início ao 

final de 1970 e, com o aprimoramento de seu uso, passou a ter utilidade para o 

tratamento de infertilidade, através do sua associação as técnicas de fertilização in vitro 

e injeção intracitoplasmática de espermatozoides, o que também alcançou o mercado de 

produção de embriões de animais com finalidade comercial (Karu,2012). 

Nos últimos anos têm sido empregadas técnicas que desencadeiam uma resposta 

de tolerância ao estresse e estímulos de crescimento no metabolismo celular, os quais 

são apresentados a seguir.  

 

 

 

 

Figura 1: Diagrama demonstrando os comprimentos de onda de espectro de luz 

visível, desde a faixa ultravioleta até infravermelho, medido por nanômetros. 
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2.5. Utilização do estresse subletal em embriões 

O estresse subletal pode ser aplicado em tratamentos cujo objetivo é induzir uma 

resistência temporal as células, ativando a transcrição de genes que produzem proteínas 

específicas que permitem a adaptação ao estresse e resultando na sobrevivência (Feder 

& Hoffman, 1999). O estresse subletal tem sido observado em todos os níveis de vida, 

desde as bactérias até os organismos multicelulares. Os efeitos do estresse, a nível 

celular, são graduais e dependem do tempo, atingindo primeiro a membrana celular e 

prosseguindo, gradualmente até o núcleo da célula. 

Atualmente tem sido indicado como uma forma alternativa de melhorar a 

produção de embriões mamíferos in vitro, resultando em embriões de melhor qualidade 

e mais resistentes aos processos de criopreservação. Dentre estes o tipo de estresse mais 

estudado tem sido a alta pressão hidrostática (Pribenszky & Vajta, 2011). 

Em condições fisiológicas, as células normalmente estão expostas a uma pressão 

hidrostática menor que 0,2 Mpa (Pribenszky et al., 2010). Surpreendentemente, o limite 

tolerável da pressão hidrostática em oócitos e embriões é ao redor de 20 a 80 MPa, onde 

as células sobreviveram durante 30-120 minutos sem sofrer nenhuma perda de sua 

viabilidade. Mostrando um exemplo em que blastocistos bovinos foram expostos a uma 

pressão de 60 MPa durante 1 hora antes da vitrificação apresentaram uma maior 

criotolerância (Pribenszky et al., 2008a). Além disso, esses resultados são reforçados 

pelos dados obtidos em outros estudos feito em embriões ovinos com aumento 

significativo de 68,7% na produção de blastocistos (Ledda et al., 2010), e na espécie 

suína onde a exposição a 20 MPa durante 60 minutos resultou em aumento na 

sobrevivência dos blastocistos após da vitrificação (Du et al. 2008b). 

Oócitos também apresentam melhora na taxa de clivagem e produção de 

blastocistos quando submetidos a uma pressão durante 70 ou 130 minutos (Du et al., 
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2008). Lin e Vajta. (2009) verificaram aumento nas taxas de produção de blastocistos 

quando submeteram oócitos suínos a estresse osmótico subletal. Da mesma forma, 

quando oócitos foram expostos a estresse oxidativo subletal, através da exposição ao 

peróxido de hidrogênio, foi observada uma maior produção de blastocistos (Vandaeleet 

al., 2010). 

Outros tipos de estresse também tem sido utilizados. De acordo com Ju et al, 

(1999) e Tseng (2006) a exposição dos embriões a temperaturas baixas (3,5°C e 4,5°C) 

durante 60-120 minutos, não favoreceu o desenvolvimento embrionário, pelo contrario, 

provou uma redução na produção de blastocistos nas espécies bovina e suína. Porém, 

em oócitos suínos submetidos a 42°C durante 9 horas, foi observado uma melhora do 

desenvolvimento (Isomet et al, 2009). Entretanto, a interpretação destes dados requerem 

maiores estudos, haja vista a necessidade da padronização das doses subletais nas 

diferentes espécies (Pribenszky et al, 2010). 

Oh et al. (2007) mostraram que o uso da exposição de luz com densidade de 200 

lux (lúmen/m
2
) teve efeito significativo no aumento do desenvolvimento de mórulas 

(96%) e blastocistos (62%), assim como, o uso do comprimento de onda gama vermelho 

(620-750 nm) aumentou a produção de blastocistos de hamster (Korhonen & Peippo, 

2008). Ambos trabalhos mostraram diferenças tanto nas taxas de desenvolvimento 

embrionário como na qualidade morfológica entre os grupos controle e tratado com 

filtros de comprimentos de onda com preferência para a faixa verde (500-575 nm). A 

explicação para esta contradição pode ser devido ao uso de diferentes filtros nestes 

estudos. 

Um estudo recente, realizado por Obokata e colaboradores (2014), descobriu um 

fenômeno inesperado de reprogramação de células somáticas em pluripotência, através 

da exposição destas céluas a um estímulo subletal, o qual foi designado como aquisição 



13 
 

de pluripotência disparada por estímulos (STAP) e os autores reportaram que a 

reprogramação celular por STAP pode contribuir para tecidos embrionários e 

placentários, de forma a converter as células provenientes destes tecidos em células 

semelhantes às células-tronco embrionárias com estado de pluripotência. Neste trabalho, 

as células somáticas recuperaram pluripotência depois de submetidas a um baixo pH 

(pH=5,7), de forma que as céluas começaram a expressar o marcador de células 

pluripotentes Oct4. Em seguida, os autores observaram que as células passaram a 

adquirir competência para a diferenciação dos três folhetos embrionários por volta do 

dia 7 (Obokata et al., 2014). 

 

2.6. Fotobiomodulação 

A fototerapia ganhou atenção nos últimos anos e tem sido empregado 

frequentemente em múltiplas especialidades da odontologia, da medicina humana e 

veterinária, e biotecnologias. De maneira resumida, há três principais áreas de aplicação 

de irradiações: (a) cicatrização de feridas, reparação de tecidos e prevenção da morte 

tecidual; (b) diminuição da inflamação em doenças crônicas e injúrias associadas à dor e 

edema; (c) diminuição da dor neurogênica (Hamblim & Demidova, 2006). 

O efeito da luz vermelho e infravermelha na fotoirradiação (630 – 1000 nm) em 

cicatrização de feridas esta relacionado ao aumento a proliferação celular, aumento da 

produção de colágeno e a produção de fatores de crescimento (Sommer et al., 2001). 

Estudos clínicos já demonstraram que a fotobioestimulação é capaz de acelerar a 

cicatrização de feridas, induzir a regeneração após isquemia cardíaca e melhorar a 

recuperação de nervos ópticos após lesão (Whelan et al., 2001, Eells et al., 2004). 

Os estudos sugerem que a o espectro de luz vermelha e infravermelha é causado 

pela excitação eletrônica de componentes da cadeia respiratória mitocondrial 
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estimulando a proliferação e a citoproteção (Karu, 1999). As evidencias tem 

demonstrado que a citocromo-c oxidase é um foto-receptor chave para o espectro de luz 

vermelho e infravermelho, através da absorção da luz pelos íons Cu
+2

, nos quais esta 

enzima é rica (Karu 2003). 

Com a absorção da irradiação, ativa-se o transporte de elétrons na cadeia 

respiratória e a ocorrência do processo de oxidação, levando a mudanças no estado 

redox tanto da mitocôndria, quanto do citoplasma, o que pode afetar a permeabilidade 

de membrana e determinar mudanças na proporção Na
+
/K

+
, aumentando os níveis de 

Na
+
, na atividade da K

+
/ATPase e interferindo no fluxo de Ca

2+
, envolvido na produção 

de nucleotídeos, os quais modulam a síntese de DNA e RNA e, finalmente, a 

proliferação celular (KARU et al., 2003). 

Dados obtidos no estudo desenvolvido por Cohen et al. (1998), os quais 

mostraram que as taxas de fertilização após a irradiação de espermatozóides murinos 

com laser de HeNe (630 nm) foram elevadas em relação as dos grupos não irradiados, 

apresentando uma superioridade de 37% durante 5 minutos de irradiação e 32% durante 

10 minutos irradiados, quando comparados aos grupos controle. 

Recente trabalhos realizado por Silva et., al (2008) com laser visível e 

infravermelho com embriões in vitro, mostraram suas avaliações em seção por segundos 

os efeitos da irradiação sobre maturação oocitária, efeitos na fertilização in vitro e no 

cultivo. Os oócitos irradiados com laser infravermelho não apresentaram diferenças na 

produção de clivados, nem na produção total embrionária, em relação aos grupos 

controle. No entanto no grupo com maior tempo de irradiação (180 seg.), houve taxa de 

produção embrionária numericamente maior (44,16%) em relação ao seu grupo controle 

correspondente (40,83%). 
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Em relação à proporção de blastocistos iniciais, blastocistos expandidos, e 

blastocistos eclodidos, os mesmo autores mostram que os grupos tratados com laser 

infravermelho apresentaram médias semelhantes em relação ao seu grupo controle 

(Silva et al., 2008). 

Uma diferença significativa entre lasers e LEDs, é a forma como a energia da luz 

é entregue. ou seja, a potência máxima de LEDs é medida em miliwatts, enquanto a dos 

lasers são medidas em watts. Desta forma, os LEDs fornecem uma entrega muito mais 

suave dos mesmos comprimentos de onda de luz em comparação ao uso de lasers e em 

uma saída de energia substancialmente inferior com a possibilidade de não gerar calor 

sem reações adversas (Barolet et,.al 2009). Diodo emissores de luz não fornecem 

energia suficiente para danificar os tecidos e não têm o mesmo risco de dano acidental 

com os olhos que os lasers. Outras vantagens sobre lasers incluem a possibilidade de 

combinar comprimentos de onda com uma matriz de vários tamanhos, que vão desde a 

luz ultravioleta (UV) para uma largura de banda visível de infravermelho próximo (247 

a 1300 nm). O LED dispersa mais luz em área de superfície maior do que os lasers, 

resultando num tempo de tratamento mais rápido. (Barolet et al., 2008). Desde então, o 

tratamento é aplicado a milhares de pessoas em todo o mundo a cada dia para várias 

condições médicas. 

Karu et., al (2005), mostraram que fibroblastos sob exposição de LED aumenta a 

produção de ATP,  a modulação de espécies reativas de oxigênio (espécies de oxigênio), 

a redução e prevenção de apoptose, a estimulação da angiogênese, o fluxo de sangue, e 

a indução de fatores de transcrição (Barolet et., al 2009). Estas vias de transdução de 

sinal levam ao aumento da proliferação celular e migração (particularmente por 

fibroblastos), a modulação dos níveis de citosinas (por exemplo, interleucinas, fator de 

necrose tumoral), fatores de crescimento, mediadores inflamatórios, expressão de genes 
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citoprotectores, proteínas de choque térmico (Chen et., al 2009) e aumento de proteínas 

antiapoptóticas (Whelan, 2001; Barolet et., al 2009). 

 

2.7. Vitrificação de Embriões 

Inicialmente, a PIV foi desenvolvida como uma ferramenta de pesquisa e então 

aplicada para coletar oócitos a partir de animais que eram abatidos. Entretanto, além da 

aplicação em gados, a PIV se tornou importante para a produção de embriões a partir de 

animais doadores vivos, como uma alternativa aos processos de ovulação múltipla 

seguida por transferência de embriões (Galli et al.,  2001).. 

A qualidade e a viabilidade embrionária são principalmente afetadas pelo 

sistema de cultivo seguido do procedimento de FIV (Rizos et al., 2002; Galli et al., 

2001). Isto significa que a viabilidade de um embrião produzido in vitro pode variar de 

acordo com cada laboratório e com diferentes protocolos. 

Um dos fatores que pode afetar a qualidade e viabilidade embrionária está 

relacionado ao processo de vitrificação de embriões. Dentre os métodos de 

criopreservação, o procedimento de vitrificação é o mais utilizado e o mais eficiente 

para a PIV de embriões, visto que este tipo de célula é mais sensível às lesões derivadas 

de congelamento do que as células produzidas in vivo (Vajta et al., 1998; Pollard & 

Leibi, 1994). A vitrificação consiste num processo no qual o congelamento da célula 

acontece sem a formação de cristal de gelo. Entretanto, a vitrificação envolve o uso de 

altas concentrações de crioprotetores e/ou com aumento extremo das taxas de 

resfriamento e aquecimento (Vajta et al., 2006). 

Trabalhos realizados por Ambrose (1999) e por Drost (1994) realizaram análises 

significativas a respeito dos efeitos causados pelo congelamento e vitrificação. Há 

algum tempo, foi observado que as taxas de prenhes observadas a partir de embriões 
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congelados produzidos in vitro mostraram-se menores do que de embriões produzidos 

in vivo, o que sugere que embriões produzidos in vitro podem não sobreviver ou então 

tem seu desenvolvimento danificado por processos de congelamento e descongelamento 

(Ambrose et al., 1999; Drost et al., 1994).  

Estudos mais recentes demonstram que a vitrificação está gradualmente 

substituindo o congelamento lento devido a uma melhor taxa de sobrevivência após 

descongelamento (Herrero et al., 2011). Uma revisão da literatura recente concluiu que 

a vitrificação não está exatamente associada com uma alta probabilidade de prenhes, 

mas apresenta uma taxa de sobrevivência maior após o descongelamento em relação à 

clivagem e estágio de blastocisto dos embriões, o que pode ser um resultado positivo 

uma vez que menos embriões foram perdidos durante o processo. É importante ressaltar 

que a maioria dos resultados positivos nas análises de embriões pós vitrificação foram 

obtidos com o uso de sistemas abertos, como a técnica de Cryotop (Kolibianakis et al., 

2009). Embora os resultados da vitrificação sejam positivos, ainda existem 

controvérsias sobre qual seria o melhor estágio para a criopreservação de embriões, uma 

vez que os resultados a respeito podem variar de acordo com a experiência de diferentes 

laboratórios (Herrero et a., 2011). 

 

2.8. Apoptose 

O termo apoptose foi cunhado em 1972 para designar a morfologia específica de 

morte celular fisiológica, a partir da palavra grega usada para o cair de folhas das 

árvores ou pétalas de flores (Kerr et al., 1972). 

 Apesar da alteração de sua definição, o termo apoptose é frequentemente 

utilizado como sinônimo de morte celular programada, indicando que a morte resulta da 

ativação regulada de um programa de morte pré-existente codificado pelo genoma. Este 
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tipo de morte celular, diferentemente da necrose, caracteriza-se por encolhimento da 

célula, condensação nuclear, formação de vesículas de membrana, membrana ligada a 

fragmentação em corpos apoptóticos, e alterações nas membranas que eventualmente 

levam a fagocitose da célula afetada. Mesmo parecendo um mecanismo nocivo, é 

importante considerar que a apoptose apresenta um papel importante em diversos 

processos, tais como na formação de cavidades e separação de dígitos, além da 

eliminação de estruturas vestigiais que tiveram sua função durante a embriogênese 

(Saikumar et al., 1999). 

Considerando os mecanismos moleculares, a apoptose é rigidamente controlada 

e orquestrada principalmente pela ativação da cascata da caspase. Para isto, existem 

duas vias principais que levam à ativação das caspases. A primeira via depende da 

ativação da mitocôndria (independente de receptor) e a segunda envolve a interação de 

um receptor de morte com o seu ligante (Zimmermann et al., 2001). 

Em relação à via dependente da ativação da mitocôndria, sabe-se que esta 

organela tem um papel importante na apoptose de várias formas, como na liberação de 

fatores apoptóticos como o citocromo c e do espaço intermembranar para o citoplasma,o 

que ativa a fase de execução da apoptose (Zimmermann et al., 2001). Durante a 

apoptose, os membros pró-apoptóticos da família Bcl-2 são ativados e passam por uma 

mudança em sua conformação levando à exposição do domínio BH3 (Desagher et al., 

1999 ; Zha et al., 1996) e translocação para a mitocôndria. Esta translocação dá início à 

liberação do citocromo c, o qual é acoplado com um grupo heme para tornar-se a 

molécula holocitocromo c, o que induz a ativação da caspase (Yang et al., 1997). 

Por outro lado, o mecanismo de morte celular ligada à receptores envolve os 

receptores do fator de necrose tumoral (TNFR), como TNFR1, Faz (CD95),DR3/WSL, 

e o ligante indutor de apoptose relacionado com TNF (TRAIL) / receptores de Apo-2L 
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(TRAIL-R1/DR4, TRAIL-R2/DR5). Estes “receptores da morte”, como são chamados, 

também tem uma extensão de aminoácidos intracelular no terminal carboxilo do 

receptor de chamada de “domínio de morte”. Quando estes receptores de morte estão 

ligados por ligantes (TNF ou linfotoxina, o ligante de Fas (FasL), o ligante para o DR3, 

ou TRAIL/Apo-2L, respectivamente), a apoptose pode ocorrer como consequência. Este 

processo de apoptose também ocorre por ativação da cascata de caspases para indução 

da morte celular ou então leva à ativação de vias de sinalização que resultam na 

expressão de genes através do fator nuclear kB e/ou ativador da proteína 1 

(Zimmermann et al., 2001). Além disso, a interação Fas-FasL corresponde à forma mais 

simples de compreender a via de sinalização do receptor de morte a apoptose induzida. 

A ligação Fas-FasL estimula a formação de complexos de sinalização de indução de 

morte rápida (Ashkenazi e Dixit, 1998). 

Curiosamente, também foi sugerido que há uma família de receptores adicionais 

que não apresentam o motivo de sinalização (domínio de morte) e que estes receptores 

funcionam “sequestrando” os ligantes apropriados, atuando como inibidores de 

apoptose (Ashkenazi & Dixit, 1999). 
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3. OBJETIVOS 

 

Geral 

Avaliar a contribuição do diodo emissor de luz (Light Emission Diode - LED) no 

cultivo de embriões bovinos produzidos in vitro, em comparação ao procedimento 

padrão. 

 

Específicos 

 Determinar se o estresse óptico provocado pela radiação emitida por dois LEDs, 

à luz vermelha (633 nm) e a luz infravermelha (820 nm), irá influenciar o 

desenvolvimento embrionário; 

 Determinar se o momento no qual os embriões serão submetidos ao estresse 

óptico irá influenciar o desenvolvimento embrionário; 

 Determinar apoptose celular em embriões bovinos cultivados in vitro submetidos 

aos LEDs em relação ao cultivo padrão ou grupo controle; 

 Verificar se os embriões produzidos sob condições de estresse óptico subletal são 

mais resistentes ao processo de vitrificação. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Com exceção aos reagentes cujo fabricante foi identificado na descrição do método, 

todos os demais reagentes utilizados no presente estudo foram adquiridos na empresa 

Nutricell (NUTRICELL®, CAMPINAS, BR). 

O presente estudo foi realizado em colaboração dos laboratórios da Estação de 

Melhoramento e Difusão de Genética Animal (EMDGA / situada dentro da Embrapa de 

Rio Branco - Acre) e do Laboratório de Fertilização in vitro do Departamento de 

Reprodução Animal e Radiologia Veterinária (FMVZ - UNESP – Botucatu / SP).  

 

4.1. Recuperação e classificação dos oócitos 

Ovários de abatedouros foram coletados e transportados em PBS (Tampão 

fosfato-salino) solução salina, contendo cloreto de sódio, fosfato de sódio, mantida em 

uma temperatura entre 30 e 37 ºC, até chegar 35 a 45 minutos ao laboratório da Estação 

de Melhoramento e Difusão de Genética Animal (EMDGA), situada na sede da 

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (Embrapa) Rio Branco- Acre. 

As aspirações foliculares foram realizadas utilizando-se uma seringa de 10 ml e 

agulha 18 G. Os folículos de tamanho entre 2-8 mm foram puncionados e os complexos 

cúmulos-oócitos imaturos junto com o liquido folicular foram depositados em tubos 

cônicos (Corning) estéreis de 15 ml e mantidos em banho Maria à 37 ºC. Após a 

sedimentação, o sobrenadante foi eliminado e o pellet suspendido em uma solução de 

PBS suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Foram selecionados 150 

oócitos divididos em grupos de 30 oócitos com citoplasma homogêneo e circundados 

por três ou mais camadas compactas de células do cumulus. 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Cloreto_de_s%C3%B3dio
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Fosfato_de_s%C3%B3dio&action=edit&redlink=1
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4.2. Maturação in vitro 

Foram utilizados um total de 1964 oócitos graus 1 e 2 foram lavados em meio 

TCM 199 com HEPES contendo 10% de SFB, 2 µL . mL
-1

 de piruvato (solução 100 

mM) e 75 µg . mL
-1

 de gentamicina. Posteriormente, grupos de 20 - 30 oócitos foram 

distribuídos em gotas contendo 90 µL de meio de maturação composto por TCM 199 

com bicarbonato contendo 10% de soro fetal bovino, 0,2 mM de piruvato, 75 µg . mL
-1

 

de gentamicina, 20 µg . mL
-1

 de  FSH (Pluset ®) e 2 UI . mL
-1

 de hCG (Profasi®), 

distribuídas em placas de petri e cobertas com óleo mineral. A maturação dos oócitos foi 

realizada em estufa com umidade saturada e à 38,5 ºC,  com 5 % de CO2 em ar, durante 

22 a 24 horas. 

 

4.3. Fertilização in vitro 

Para a fertilização in vitro foi utilizado sêmen proveniente de um único touro da 

raça Nelore (Bos indicus). O descongelamento do sêmen foi realizado em água, à 37 ºC 

por 25 segundos, com posterior avaliação de sua viabilidade. Em seguida, o sêmen foi 

depositado sobre a superfície do gradiente de Percoll com densidade (45% e 90%) no 

microtubo (volume de 1mL) e centrifugado a 11500g por 5 minutos. Durante a 

centrifugação, os oócitos já maturados foram lavados duas vezes novamente em meio 

TCM 199 com HEPES e uma vez em meio de fertilização, antes de serem transferidos 

para gotas do mesmo meio (fertilização), cobertas com óleo mineral, em placas de Petri 

de 35 mm x 10 mm. 

Após a centrifugação, os espermatozóides viáveis obtidos do sedimento foram 

submetidos à avaliação de motilidade e concentração. Desta forma, foi realizada uma 

diluição correta dos espermatozóides restantes, em volume apropriado de meio de 
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fertilização, para se obter uma concentração de 2 x 10
6
 espermatozóides . mL

-1
. Foi 

utilizado, como meio de fertilização, TL Stock acrescido de BSA livre de ácidos graxos 

(5 mg . mL
-1

), 0,2 mM  de piruvato, gentamicina (75 µg . mL
-1

), heparina (11 µg . mL
-1

) 

e solução de PHE (44 µL . mL
-1

). Sendo incubados os oócitos e espermatozóides em 

estufa, sob as mesmas condições da MIV, por aproximadamente 18 horas. O dia da 

fertilização foi considerado o dia zero (D0). 

 

4.4. Cultivo in vitro 

Decorridas às 18 horas de FIV, os possíveis zigotos foram desnudados em gotas 

de TCM 199 HEPES através de pipetagens repetidas para a remoção das células do 

cumulus (20 estruturas/gota/grupo), em seguida, os zigotos foram lavados duas vezes 

novamente em meio TCM 199 com HEPES e uma vez em meio de cultivo, sendo então 

transferidos para placas de cultivo em gotas de 90μL em placas de Petri de 60 mm 

diâmetro, cobertas de óleo mineral em estufa com umidade saturada e atmosfera de 5% 

de CO2, 5% O2 e 90% N2, onde permaneceram até o estágio de blastocisto expandido e 

eclodido. Como meio de cultivo, foi utilizado o SOFaa (Holm et al., 1999) acrescido de 

SFB (5%; Gibco) e 0,2 mM de piruvato de sódio e 5mg . mL
-1

 de BSA livre de ácidos 

graxos. 

Os embriões permaneceram nestas condições de cultivo até o 7° dia (D7), 

momento este em que foi avaliada a porcentagem de produção de blastocisto, com base 

no número total de oócitos que foram colocados para maturar e de estruturas clivadas, e 

atribuído escores com relação ao estágio de desenvolvimento (Blastocisto inicial - 5, 

Blastocisto - 6, Blastocisto Expandido- 7, Blastocisto Eclodido-8), e grau de qualidade 

(grau I - excelente- 1, grau II -regular- 2, grau III – pobre- 3 e grau IV - estrutura 



24 
 

degenerada– 4), de acordo com a classificação do manual da International Embryo 

Transfer Society (1998). As eventuais mórulas foram descartadas. 

Os embriões do grupo controle foram retirados da incubadora para avaliação no 

terceiro e sexto dias. Os embriões dos grupos II, III, IV e V foram retirados de 

incubadora para serem irradiados e avaliados no dia da FIV, no terceiro e sexto dias. 

Além disso, foram avaliadas as taxas de produção de blastocistos e de blastocistos 

eclodidos nos dias 7 e 8 após a fertilização, respectivamente. As temperaturas das 

incubadoras e o teor de CO2 das mesmas foram rotineiramente mensurados com uso de 

termômetros de mercúrio e medidor de CO2. 

 

4.5. Irradiação 

Foi utilizado um jogo com quatro LEDs cada, da marca Cromateck® com 3W de 

potência elétrica, emissão de modo contínuo nos comprimentos de onda de 633nm ± 

10nm (Luz Vermelho) e 820nm ± 10nm (Luz infravermelho), ambos com potência 

radiante média de 130mW e lentes lambertianas de ângulo de emissão de 130º. A fonte 

de alimentação foi desenvolvida junto ao Departamento de Física e Biofísica do 

Instituto de Biociência de Botucatu, o qual também foi responsável pela aferição dos 

LEDs, através da utilização do equipamento de aferição radiométrica International Light 

Tecnologies® modelo IL1400A. 

Os embriões foram irradiados em compartimentos limpos e opticamente vedados, 

para que não houvesse risco de contaminação e para que nenhum indivíduo fosse 

diretamente exposto à luz LED. Os embriões foram expostos a irradiação de acordo com 

o esquema abaixo, o qual também detalha a divisão dos grupos. Os grupos 

experimentais foram compostos por embriões expostos a radiação em cada um dos 

momentos isolados e ao conjunto de todos os momentos sendo: 
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Grupo I = controle; foi retirado da estufa e procedido a mesma maneira que os 

tratados com exceção da indução do LED (n=30); 

Grupo II = no momento da incubação dos espermatozoides com os oócitos os 

gametas receberão dose equivalente à 10 J . cm
2-1

 (n=30); 

Grupo III = no dia 3 do cultivo embrionário os embriões receberão a mesma dose 

de irradiação (n=30); 

Grupo IV - no dia 6 do cultivo embrionário os embriões receberão a mesma dose 

de irradiação (10 J . cm
2-1

) (n=30); 

Grupo V - a mesma dose de irradiação (10 J . cm
2-1

) será administrada no 

momento da fertilização e posteriormente nos dias 3 e 6 de cultivo (n=30). 

Os grupos II, III, IV e V foram subdivididos em grupos irradiados com 

comprimento de onda de 633 nm (R) e com comprimento de onda de 820 nm (IN). 

Os embriões permaneceram em cultivo na atmosfera com 5% de CO2, 5% de O2 e 

90% N2 até o 7 º dia (168 horas) após a fertilização, quando foram analisados em relação à 

formação de blastocisto e índice de eclosão. Metade dos embriões foi avaliada quanto ao 

grau de ocorrência de apoptose, através da técnica de TUNEL e o restante foi submetido a 

vitrificação (sendo que a re-expansão e o grau de ocorrência de apoptose (TUNEL) foram 

analisadas posteriormente). 

 

Quadro 1: Cálculo de distância, potência e tempo. 

LED de 0.13 watts de Potência 

Distância (cm) Densidade de Potência (watt/cm
2
) 

Tempo (10J/cm
2
) 

(s) – (min) 

2 0.029 300.02 – 5 

3 0.023 443.05 - 7 

4 0.014 724.98 - 12 
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4.6. Vitrificação dos Embriões 

Após o período de cultivo, metade dos embriões formados (blastocistos grau 1 e 2) 

passaram por um processo de vitrificação previamente descrito (Eldridge-Panuska  et al., 

2005). Os embriões foram expostos a soluções de vitrificação na temperatura de 22-24 °C, 

sendo então colocados em uma gota (200 µL) com 1.4 M de glicerol em PBS por 5 

minutos, mudando então para outra gota (200 µL) com 1.4 M de glicerol + 3.6 M de etileno 

glicol por 5 minutos, e então transferida para 30 µL de solução de vitrificação final, 

contendo 3.4 M de glicerol + 4.6 M etileno glicol (EG/G). Para o envase, 30 µL da solução 

final de vitrificação contendo o embrião foram colocados dentro de uma palheta de 0,25 mL 

(IMV, Maple Grove, MN, USA), separada por duas bolhas de ar perfazendo duas colunas 

(30 µL), seguida de mais duas colunas de solução final de vitrificação (EG/G) e mais duas 

bolhas de ar. A palheta termina com a colocação de duas colunas (60 µL) com 0.5 M de 

galactose em base média. O tempo total de exposição dos embriões à solução final de 

vitrificação e a colocação dentro da palheta (envase) foi menor que 1 minuto. As palhetas 

foram lacradas e colocadas por 1 minuto dentro de um globete plástico resfriado (10 mm x 

120 mm, IMV, Maple Grove, MN, USA) e depois foram mergulhadas em nitrogênio 

líquido. 

No aquecimento a palheta ficou por 10 segundos a temperatura ambiente sendo 

posteriormente mergulhada em um banho maria a 20°C por 10 segundos. O conteúdo da 

palheta foi depositado em uma placa de Petri, sendo agitada gentilmente para facilitar a 

mistura da solução de vitrificação (EG/G) e a solução de diluição (galactose). O embrião foi 

então transferido para uma gota de 200 µL com 0.25 M de galactose em PBS por 5 minutos 

e então transferida para o PBS, para posteriormente retornar para um o cultivo adicional de 

16 horas, sob as mesmas condições, para avaliar a sobrevivência embrionária. Após este 
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período e análise dos embriões, foi realizada a técnica de TUNEL para identificar a 

ocorrência de apoptose. 

 

4.7. TUNEL (Terminal deoxinucleotil transferase Uracil Nick End Labeling) 

A outra metade dos embriões, resultante do período de cultivo e que não foram 

vitrificados, foram submetidos a  técnica de TUNEL que identifica in situ, a fragmentação 

internucleossômica do DNA, evento resultante da apoptose. Esta avaliação foi realizada 

com o “Kit in Situ Cell Death Detection Kit Fluorescein” (Roche®, Alemanha) conforme as 

especificações do fabricante. 

 

4.8. Análise Estatística 

A análise estatística foi realizada de acordo com as características das variáveis 

estudadas, de forma que, uma vez que os dados apresentaram distribuição normal e 

homocedasticidade, foi realizado o teste ANOVA seguido do post hoc de Tukey. Esta 

análise permitiu que os grupos controle e irradiados pudessem ser comparados em relação 

aos diferentes comprimentos de onda aplicados. 

Segue, na figura 2, um fluxograma resumindo os passos que foram realizados para o 

presente estudo: 
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Figura 2: Fluxograma que sumariza as etapas do estudo. 
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5. RESULTADOS 

 

O presente estudo avaliou o efeito do estresse subletal óptico anterior à vitrificação, a 

partir do uso de LED, em embriões bovinos produzidos in vitro. 

Para isto, as amostras foram avaliadas em diferentes momentos, considerando os 

estágios celulares em que se encontravam, os quais envolveram desde a formação do zigoto, 

até o seu desenvolvimento em blastocisto. As comparações entre os diferentes grupos 

levaram em conta os embriões antes e após o procedimento de vitrificação, comparando 

grupos que foram irradiados com LED com o grupo controle que não foi irradiado e, da 

mesma forma, foi realizada a comparação entre diferentes espectros de luz, através da 

análise de parte dos embriões que foi irradiada com luz infravermelha (faixa de 820 nm) e a 

outra parte que foi irradiada com luz vermelha (faixa de 633 nm). Além disso, também foi 

considerado como os embriões iriam responder ao estresse óptico considerando o processo 

de vitrificação e reaquecimento das células. Para a análise estatística, foi considerado um 

intervalo de confiança de 95%, ou seja, os resultados com diferença estatística apresentaram 

valor de p<0,05. 

Em relação à produção de blastocisto de embriões frescos (figura 3), não houve 

diferença entre os grupos no que se refere à porcentagem de clivagem (definida pela 

divisão do embrião a partir do terceiro dia de cultivo até a formação do blastocisto). 

Porém, considerando a porcentagem da taxa Blastocistos/oócitos, observou-se que os 

grupos FIVD3D6verm e IRD3verm são semelhantes entre si, assim como os grupos 

IRD3inf e IRD6inf. Entretanto, existe diferença estatística entre a comparação 

FIVD3D6verm e IRD3verm quando comparado com IRD3inf e IRD6inf. Além disso, 

existe diferença estatística comparando IRD3verm com IRD3inf, assim como 

IRD6verm com IRD6inf (Tabela4). 
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Outra comparação foi feita em relação à porcentagem da taxa Blastocistos/clivados. 

Esta comparação mostrou que há diferença estatística entre as irradiações de vermelho e 

infravermelho em FIVD3D6 (FIVD3D6verm tem menor porcentagem de taxa de 

blastocisto/oócito do que FIVD3D6inf). Considerando a comparação da porcentagem da 

taxa de Blastocistos/clivados, observou-se e que o grupo FIVD3D6ver apresenta uma 

porcentagem da taxa menor quando comparada ao controle e ao grupo IRFIVverm. 

Além disso, em relação à irradiação por infravermelho, o grupo IRD6 apresentou uma 

taxa de blastocistos/clivados estatisticamente maior do que o grupo FIVD3D6, embora 

ambos não tenham apresentado diferença em relação ao controle (Tabela 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Fotos dos blastocistos frescos. A - Embriões representando o grupo que foi 

fotoestimulado com LED em 633 nm. B - Embriões representando o grupo que foi 

fotoestimulado com LED em 820 nm. 
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Tabela 1: Produção de blastocistos no grupo controle e após a irradiação com LED em diferentes 

momentos. 

Grupo Oócitos Clivagem 

(%) 

Blastocistos/oócitos 

(%) 

Blastocisto/clivados (%) 

Controle  386 63,5±2,3 23,2±2,9
abc 

36,8±4,6
ac 

FIVD3D6inf  141 74,5±2,4 20,2±4,5
ab 

29,0±7,2
a
 

FIVD3D6verm  250 68,4±2,4 14,8±3,8
b 

20,9±5,9
b 

IRD3inf  140 74,3±2,6 31,3±4,5
c 

41,8±7,2
ac 

IRD3verm  265 60,0±2,9 18,8±3,8
b 

28,8±5,9
ab 

IRD6inf  139 69,8±2,6 33,3±4,5
c 

49,1±7,2
c 

IRD6verm 242 63,2±2,8 19,4±3,8
ab 

34,3±5,9
abc 

IRFIVinf  150 70,0±2,9 28,5±4,5
ac 

42,8±7,2
ac 

IRFIVverm 251 64,5±2,3 29,0±3,8
ac 

44,9±5,9
ac 

abcd
Letras sobrescritas incomuns na mesma coluna diferem. N=30 embriões por grupo. 

 

Tabela 2: Número de total de células, células apoptóticas e porcentagem de apoptose nos 

embriões bovinos produzidos in vitro frescos (média dos quadrados mínimos ± SEM). 

Grupo Células (N
o
) Células apoptóticas (N

o
) Apoptose (%) 

Controle 91,9±4,1
ab 

4,3±0,9 4,6±0,9 

FIVD3D6inf 92,8±6,3
ab 

4,1±1,4 4,4±1,4 

FIVD3D6verm 94,4±5,8
ab 

3,1±1,3 3,4±1,3 

IRD3inf 112,8±5,1
c 

8,3±1,1 7,5±1,1 

IRD3verm 91,1±6,3
ab 

4,3±1,4 4,8±1,4 

IRD6inf 94,0±4,6
ab 

4,2±1,0 4,5±1,0 

IRD6verm 102,0±5,8
bc 

6,1±1,3 5,8±1,3 

IRFIVinf 84,5±5,8
a 

5,4±1,3 6,3±1,3 

IRFIVverm 84,8±6,9
ab 

5,8±1,5 7,0±1,5 

abc
Letras sobrescritas incomuns na mesma coluna diferem. N=30 embriões por 

grupo. 
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Considerando os resultados obtidos em relação aos embriões frescos, através da análise 

de apoptose prévia à vitrificação, com e sem estímulo por LED, pode-se observar que existe 

diferença em relação ao número total de células presente em cada grupo. Desta forma, 

pode-se observar principalmente que o grupo IRD3inf diferiu dos demais grupos, com 

exceção do grupo IRD6verm. 

Entretanto, não foram encontradas diferenças estatísticas em relação aos embriões 

frescos comparando os grupos controle e irradiados, quando se considera o número de 

células apoptóticas e a porcentagem de apoptose, indicando que tanto no grupo irradiado 

com luz infravermelha como no grupo irradiado com luz em comprimento de onda 

vermelho existir células com núcleo intacto com uma frequência maior (Tabela 2/Fig. 4). 

Considerando a comparação entre os grupos, no que se refere à análise de apoptose após 

a vitrificação, considerando o efeito da radiação por LED, pode-se observar diferença entre 

os grupos controle com: irradiado com LED 633 nm no dia da fertilização, em D3 e D6 

(FIVD3D6verm), irradiado em D3 com LED 633 nm (IRD3verm), irradiado em D6 com 

LED 820 nm (IRD6inf) e irradiado com LED 820 nm durante a fertilização in vitro e 

irradiado em D6 comLED (IRFIVinf), de forma que todos os grupos que foram irradiados 

com infravermelho (820 nm) apresentaram uma taxa de apoptose menor quando 

comparados ao controle e os grupos que foram irrados com LED na faixa de vermelho (633 

nm) apresentaram maior taxa de apoptose quando comparados ao controle (Tabela 3). As 

imagens que representam a análise de apoptose são apresentadas na figura 5. 
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Figura 4: Embriões analisados quanto à fragmentação do DNA de seus núcleos, após a 

fotoestimulação por LED, antes do procedimento de vitrificação. A – Embriões fotoestimulados por 

LED em luz infravermelha. B – Embriões fotoestimulados por LED em luz vermelha. A coloração 

azul corresponde à solução de Hoechst 33342, demonstrado células que possuem o DNA intacto e a 

coloração verde corresponde às células marcadas com o corante Fitc, demonstrando que tais núcleos 

apresentam o DNA fragmentado - Células apoptóticas. I, II, III, IV e IV: definição dos grupos de 

acordo com o procedimento realizado em cada um. 
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Tabela 3: Número de total de células, células apoptóticas e porcentagem de apoptose nos 

embriões bovinos produzidos in vitro após a vitrificação, aquecimento e re-cultivo (média 

dos quadrados mínimos ± SEM). 

Grupo Células (No) Células apoptóticas (No) Apoptose (%) 

Controle 95,3±2,5 11,6±0,8
a 

12,2±0,8
a 

FIVD3D6inf   92,4±4,3 10,2±1,4
ac 

11,0±1,4
ad 

FIVD3D6verm  94,6±3,0 15,8±1,0
b 

16,7±1,0
b 

IRD3inf  96,3±4,6 13,5±1,6
ab 

14,1±1,5
ab 

IRD3verm  99,9±3,6 15,6±1,2
b 

15,5±1,2
b 

IRD6inf  86,1±4,0 6,6±1,3
c 

7,6±1,3
d 

IRD6verm 89,3±4,0 16,1±1,3
b 

14,3±1,3
ab 

IRFIVinf  92,9±3,6 7,8±1,2
c 

8,5±1,2
cd 

IRFIVverm 87,2±3,1 9,6±1,0
ac 

11,1±1,0
ac 

abcd
Letras sobrescritas incomuns na mesma coluna diferem. N=30 embriões por 

grupo. 

 

Tabela 4: Taxa de Reexpansão dos embriões do 

grupo controle e irradiados após a vitrificação. 

Grupo Reexpansão (%) 

Controle  70,5±5,8
a 

FIVD3D6inf  52,6±10,9
ab 

FIVD3D6verm  64,5±8,5
a 

IRD3inf  75,8±8,8
a 

IRD3verm  39,3±8,3
b 

IRD6inf  75,0±7,9
a 

IRD6verm 54,8±8,5
ab 

IRFIVinf  60,6±8,3
ab 

IRFIVverm 59,5±6,9
ab 

ab
Letras sobrescritas incomuns na mesma coluna 

diferem. N=30 embriões por grupo. 
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Figura 5: Análise da fragmentação do DNA de embriões, após a fotoestimulação por LED e o 

procedimento de vitrificação. A – Embriões fotoestimulados por LED em luz infravermelha. B – 

Embriões fotoestimulados por LED luz vermelha. A coloração Azul corresponde à solução de 

Hoechst 33342, demonstrado células que possuem o DNA intacto e a coloração verde 

corresponde às células marcadas com o corante Fitc, demonstrando que tais núcleos apresentam o 

DNA fragmentado - Células apoptóticas. I, II, III, IV e IV: definição dos grupos de acordo com o 

procedimento realizado em cada um. 
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Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV Grupo V 

Grupo V Grupo IV Grupo III Grupo II Grupo I 

Ao analisar a taxa de reexpansão após a vitrificação, foi possível observar que houve 

diferença em relação ao grupo controle quando comparado ao grupo irradiado com LED 

em luz vermelha em D3, de forma que a porcentagem da taxa de reexpansão pós 

vitrificação foi maior no grupo controle (Tabela 4). As imagens que representam a 

análise da taxa de reexpansão dos blastocistos são representadas pela figura 6, através 

de fotos dos embriões, considerando os diferentes grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Blastocistos avaliados após a reexpansão. A – Embriões fotoestimulados por 

LED em 820 nm. B – Embriões fotoestimulados por LED em 633 nm. 
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6. DISCUSSÃO 

 

As propriedades ópticas dos tecidos correspondem a um importante tópico que 

merecem atenção. Quando a luz atinge o tecido biológico, parte dela é absorvida, parte é 

refletida ou dispersa, e parte é mais transmissível. Uma parte da luz é refletida, 

fenômeno devido a uma alteração do índice de refração do ar e do tecido. De qualquer 

forma, a maior parte da luz é absorvida pelo tecido, o que faz com que os efeitos 

desejáveis ao tecido aconteçam. Outro aspecto importante corresponde ao espalhamento 

da luz no tecido biológico, uma vez que determina o volume de distribuição da 

intensidade da luz no tecido. Este é o primeiro passo para a interação luz-tecido, a qual é 

seguida pela absorção (Chung et al., 2012).  

A forma como estes fenômenos devem ocorrer no embrião ainda permanece 

desconhecida, embora a partir dos resultados obtidos possa-se sugerir que existe uma 

interação rápida entre eles, visto que o metabolismo do embrião encontra-se ativo 

durante as fases do desenvolvimento analisadas. No presente experimento os embriões 

foram irradiados no momento da fertilização, no D3 e no D6 de desenvolvimento, bem 

como repetidamente nos 3 momentos, sendo que não foram observadas alterações no 

desenvolvimento embrionário entre os momentos de irradiação. Isto indica que 

independente do estágio de desenvolvimento, os embriões bovinos tem condições de 

responder a terapia fotoestimulatora com LED mantendo o seu crescimento semelhante 

ao do grupo controle. 

É importante considerar que, quando os embriões foram irradiados, acredita-se que 

somente os blastômeros mais superficiais foram atingidos, devido à conformação 

tridimensional do embrião. Isso é mais evidente nos embriões tratados no D6, onde 

somente as células mais externas do trofectoderma podem ter sofrido o estimulo. Desta 
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forma, podemos também explicar o motivo de em alguns casos a análise de apoptose ter 

aparecido mais em algumas células do que em outras. Além disso, independente do 

estímulo de luz oferecido aos embriões não obtivemos efeito positivo significativo 

estatisticamente na produção de blastocistos, uma vez que não houve diferença entre os 

grupos e, da mesma forma, a produção de blastocistos nos grupos irradiados também 

não foi menor do que o esperado. Entretanto vale a pena ressaltar que numericamente os 

grupos tratados com LED na faixa infravermelho nos dias 3 e 6 do cultivo tiveram um 

incremento de quase 10 pontos percentuais na produção de blastocistos/oócitos, o que 

economicamente é bastante relevante. 

A partir das abordagens referidas, a hipótese deste trabalho consistiu em analisar a 

possibilidade do tratamento com o uso de LED em células embrionárias em diferentes 

estágios para que se tornem mais resistentes durante um período antes que os embriões 

sejam transferidos. Neste estudo, sua importância está relacionada ao fato de que a PIV 

de embriões apresenta-se como uma ferramenta importante para a pesquisa sobre o 

desenvolvimento embrionário, além de ser uma técnica economicamente significativa 

no mercado de reprodução animal atual. Apesar de todo o avanço no desenvolvimento 

dos sistemas de PIV, o processo de criopreservação embrionário surge como um 

obstáculo à esta tecnologia, devido à alta sensibilidade dos embriões ao procedimento é 

vitrificaçãdo (Mucci et al., 2006). 

Assim, uma das formas discutidas atualmente refere-se à indução de estresse 

embrionário prévio à vitrificação, com o objetivo de estimular o embrião para que o 

mesmo desenvolva uma maior resistência às condições externas, visto que o mesmo é 

produzido in vitro e também à vitrificação. 

Como mencionado anteriormente, o estresse óptico em geral pode prejudicar o 

desenvolvimento de embriões, levando à sua inviabilidade por lesões ao DNA de suas 
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células, produção de ROS e morte celular (Lane & Gardner, 2005; Takahashi et al., 

1999). Em relação ao uso de luz nas técnicas de reprodução assistida, tem-se o uso de 

luz como lasers com uma grande aplicabilidade. O laser tem sido útil no tratamento de 

oócitos e de espermatozoides, de forma que oócitos são tratados para ablação da zona 

pelúcida ou somente furos através dele. Quanto aos espermatozoides, o uso do laser 

pode ser útil para avaliação da viabilidade dos mesmos (Karu, 2012). 

Ao analisar os resultados encontrados neste trabalho, foi possível observar através 

da análise de apoptose após a vitrificação que a radiação por LED com luz infravermelha 

aos embriões logo após a fertilização ou no sexto dia de avaliação apresenta resultado 

benéfico ao embrião, podendo ter um efeito protetor à apoptose, uma vez que nos grupos 

citados a taxa de apoptose foi menor em comparação aos outros grupos, incluindo o grupo 

controle. 

Estudos em células neuronais demonstraram que a luz infravermelha pode proteger 

as células da morte celular induzida por cianeto de potássio, um inibidor da enzima 

citocromo c oxidase (Wong-Riley et al., 2005). Da mesma forma, para os embriões em 

D6, acreditamos que a irradiação por infravermelho teve efeito protetor da apoptose, o 

que poderia estar relacionado com uma interação direta entre a luz e o citocromo c ou 

indireta, ativando proteínas da família HSP, as quais poderiam ter-se ligado ao 

citocromo c para sua regulação. 

Em contraste com a terapia fotodinâmica, fotobiomodulação utiliza luz para afetar a 

atividade de uma ou mais enzimas endógenas fotorreceptores, que provavelmente iniciam 

vias de sinalização celular e alteram o metabolismo das células e de tecidos, bem como a 

proliferação celular. Embora os mecanismos subjacentes aos benefícios terapêuticos da 

fotobiomodulação ainda não sejam completamente compreendidos, um primeiro passo 

importante no entendimento deste fenômeno tem vindo principalmente da constatação de 
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que citocromo c, a molécula terminal da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, é um 

fotorreceptor que medeia muitos efeitos positivos da fotobiomodulação e a molécula mais 

importante em células e tecidos, que absorve a luz na faixa entre 630 e 900 nm (responsável 

por mais de 50 % da absorção superior a 800 nm) promovendo o metabolismo celular (Karu 

et al., 2005b). 

No entanto, um estudo relativamente recente, examinou uma série de espectros de 

diferentes processos biológicos, tais como a proliferação, a adesão das células à matriz, 

e as taxas de síntese de DNA e RNA de ação. Estes espectros de ação foram medidos 

em várias intensidades de luz e duração diferentes comprimentos de onda. Na região do 

espectro vermelho duas bandas de absorção de citocromo c foram encontradas cerca de 

620 e 680 nm, os espectros de ação foram comparados com os espectros de absorção de 

monocamadas de células na região de 600-860 nm e o exame revelou que existe 

semelhança das principais bandas, em ambos os casos (Karu & Kolyakov, 2005). 

Em nosso estudo, o tratamento realizado com o LED foi muito semelhante ao 

trabalho conduzido por silva (2008) no qual os embriões produzidos in vitro foram 

irradiados com laser visível e infravermelho, com o objetivo de mostrar os efeitos da 

irradiação na fertilização in vitro e no cultivo. Como resultados, os autores não 

apresentaram diferenças estatísticas significativas na produção de clivados, nem na 

produção total embrionária em relação aos grupos controle, considerando a aplicação 

com laser infravermelho. 

Os possíveis mecanismos que podem estar relacionados com a apoptose e/ou 

sobrevivência dos embriões após a fotobiomodulação seguida de vitrificação não foram 

molecularmente analisados, entretanto alguns estudos fornecem embasamento para que 

algumas vias possam ser sugeridas, como por exemplo a ativação de proteínas de 

sobrevivência. 
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As HSPs fazem parte de uma família de “proteínas de sobrevivencia”, as quais foram 

reconhecidas por proteger as células de processos como apoptose e necrose, que podem ser 

causados a partir de estreeses como choque térmico e estresse oxidativo. Em um estudo no 

qual analisaram o papel da HSP contra a apoptose induzida pela radiação em cultivo de 

células tumorais Jurkat (que correspondem a uma linhagem de linfócitos T derivada 

da leucemia), foi encontrada uma relação entre os níveis de expressão de HSP27 e a 

resistência à radiação em células tumorais, principalmente nas linhagens Jurkat1-Hsp27 e 

Hsp27-Jurkat2, indicando que elas ficam mais resistentes à apoptose quando esta proteína é 

expressa em uma condição de estresse (Aloy et al., 2008). A forma como as HSP pode atuar 

na células, prevenindo-as de apoptose, refere-se à ligação da HSP 27 à pró-caspase 3, 

inibindo sua ativação e consequentemente inibindo toda a cascata de ativação de morte 

celular (Pandey et al., 2000). 

Em contrapartida, Paul e colaboradores (2002) propuseram um mecanismo diferente 

para a ação da HSP na inibição da apoptose, de forma que sugeriram que a HSP27, 

dependendo do seu nível de expressão, interfere na liberação do citocromo c da 

mitocôndria, apesar de o mecanismo molecular envolvido nesta função não ser bem 

compreendido. Além disso, os autores também sugeriram que mudanças no nível da 

proteína podem interferir com sinais que ocorrem antes dos eventos da mitocôndria (Paul et 

al., 2002). 

Estudos realizados por Frank e colaboradores (2004) demonstraram, em análises in 

vitro, que a irradiação com luz infravermelha protege os fibroblastos dérmicos humanos 

normais da citotoxicidade de luz ultravioleta. Para isto, este trabalho realizou annálise de 

atividade de caspase-9 e -3, de forma que a irradiação com luz infravermelha inibe a 

ativação das caspases que atuam no início dos processos moleculares de apoptose. Acredita-

se que este evento ocorreu devido à indução da expressão da proteína Hsp27 através da 
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prevenção da montagem do apoptossomo. Além disso, foram observadas alterações de 

menmbrana mitocondriais, sugerindo que as mitocôndrias das células de fígado de ratos 

possam ser o alvo da irradiação por luz infravermelha (Frank et al., 2004). 

Em sua maior parte, os estudos mencionados estão envolvidos na busca de formas 

de silenciar as HSP, visto que seus objetivos consistem em encontrar uma forma de tornar 

estas proteínas alvos para a terapia anticâncer. No entanto, para o presente estudo, a 

possibilidade da atuação das HSP como um mecanismo de proteção celular aparenta ser 

benéfico, pois tornaria o embrião mais resistente ao cultivo e vitrificação. 

Avaliando o efeito do uso de LED na fotobiomodulação dos embriões em nosso 

experimento, é possível inferir que o LED gerou estresse em determinadas fases do 

desenvolvimento embrionário, levando a ativação de genes de sobrevivência como os 

envolvidos na síntese de proteínas, como a HSP, o que poderia prevenir os embriões de 

entrarem em apoptose. Neste estudo, foi demonstrado que a utilização do LED 

infravermelho impediu o desencadeamento de apoptose, o que não esta de acordo com 

os resultados obtidos com a aplicação do LED vermelho, ao qual apresentou uma maior 

taxa de células em apoptose. Apesar do presente estudo não ter analisado a expressão de 

genes que possam estar relacionados com o estresse embrionário, esta abordagem 

parece ser relevante para experimentos futuros. 

É importante salientar que apesar de não ter sido encontrada diferença em relação às 

taxas de apoptose, de forma geral, pode-se inferir que o LED, em relação à irradiação 

por luz infravermelha apresentou menor taxa de apoptose, enquanto a irradiação por luz 

vermelha teve um efeito no aumento da apoptose em comparação ao controle. 

A vitrificação já é confirmada como um excelente método de criopreservação de 

células, principalmente de embriões. A vitrificação de embriões, embora tenha surgido ao 

final da década de 1980, não havia sido aplicada na prática clínica até pouco tempo atrás. 
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Entretanto, é um procedimento que tem mostrado resultados satisfatórios, uma vez que os 

métodos aplicados aperfeiçoaram-se através do uso do volume mínimo para a realização do 

procedimento. Ainda assim, três aspectos importantes precisam ser considerados, os quais 

são as taxas de congelamento e aquecimento das células; viscosidade do meio no qual os 

embriões estão suspensos e o volume utilizado para a vitrificação (Arav, 2014). Desde 

então, estudos relacionando a qualidade do embrião com o procedimento de 

criopreservação vem sendo publicados, considerando diversos aspectos mencionados 

acima. 

Em um trabalho com células-tronco embrionárias foi demonstrado que a vitrificação 

oferece poucos danos às células, uma vez que as células da linhagem estudada apresentou a 

expressão de marcadores pluripotentes conservadas após a vitrificação, comprovando assim 

que estas células continuaram a apresentar o potencial de se diferenciar em qualquer um dos 

três tipos de folheto embrionário (Pashaiasl et al., 2013).  

Em outro estudo, realizado por  Sudano ( 2011), foi avaliada a suplementação de 

soro fetal bovino e etosulfato de fenazina em meios de cultura durante a produção in vitro 

(PIV) de embriões bovinos, com o objetivo de avaliar os efeitos da suplementação sobre 

desenvolvimento de embriões PIV, acúmulo lipídico citoplasmático, apoptose e 

criotolerância. O estudo relacionou a acumulação de lípidos como consequência de uma 

série de eventos de depreciação na qualidade dos embriões PIV, incluindo a adição de 

etosulfato de fenazina ao meio de cultura, o desequilíbrio do metabolismo de oxidação-

redução (redox) e o aumento de ROS, fatores que podem levar ao aumento da sensibilidade 

dos embriões para a criopreservação. Além disso, a análise da qualidade do embrião, 

realizada pela apoptose, em blastocistos frescos, está altamente relacionada à sobrevivência 

embrionária após a vitrificação (Sudano et al., 2011). 
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 No presente trabalho, a apoptose pode ter sido influenciada também pela 

vitrificação, considerando a possibilidade de injúrias que a célula pode sofrer devido ao 

preparo do embrião durante o processo e a alta relação que pode ser estabelecida entre 

apoptose e vitrificação.  

A luz vermelha e infravermelha tem um papel regulador que pode induzir alterações 

em muitos processos de crescimento, desenvolvimento e metabolismo celular. Os processos 

de mudanças induzidos pela fotobioestimulação no metabolismo celular podem ser 

acionados através de vários mecanismos primários, incluindo mudanças nas propriedades 

de redox de fotoreceptores ou geração de espécies de oxigênio ou ânion superóxido-radical. 

Estes processos podem envolver a interação do fotoreceptores com oxigênio, bem como a 

capacidade de dissipação da energia absorvida pelos fotoceptores como calor, alterações na 

proporção antioxidante em células, ou mesmo a alteração dos gradientes de temperatura e 

de pressão no local onde a energia da luz foi absorvida (Kreslavskia et al., 2012). O fato dos 

embriões bovinos aqui estudados terem tido uma melhor resposta a estimulação pelo LED 

infravermelho, do que o vermelho não pode ser explicado com a metodologia utilizada 

neste projeto. Desta forma um maior número de estudos envolvendo a produção de HSP e 

genes relacionados a apoptose precisam ser desenvolvidos. 
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7. CONCLUSÕES 

 

A partir dos resultados obtidos, podemos concluir que: 

 

1- O tratamento dos embriões durante o período estudado, em relação ao tempo de 

exposição, ao período, e a intensidade (potência), não foi suficiente para 

demonstrar uma influência direta no desenvolvimento embrionário; 

2- O tratamento realizado com o LED infravermelho (IRD3inf e IRD6inf) 

possibilitou uma proteção as células embrionárias no período de tratamento, no 

entanto, não diferiu da taxa de produção final de blastocistos; 

3- O tratamento realizado com o LED em luz vermelha (FIVD3D6verm e 

IRD3verm) apresentou maiores taxas de apoptose após a vitrificação durante os 

momentos de tratamento, no entanto, não interferiu na taxa de produção final de 

blastocistos; 
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

A partir dos resultados obtidos com o presente estudo, consideramos importante 

estudar os mecanismos subjacentes ao metabolismo e sobrevivência embrionária através da 

utilização de LEDs. 

 Como alternativas, pode-se utilizar a adição de outros tipos de comprimento de onda, 

como os nas faixas azul e verde, além dos comprimentos de ondas já trabalhados. Da 

mesma forma, mais estudos com os mesmos comprimentos de ondas usados neste 

experimento podem ser realizados com diferentes tempos de exposição à irradiação e 

diferentes doses, visto que já existem moléculas fotorreceptoras responsáveis do efeito de 

bioestimulação para cada uma destas ondas, principalmente em relação à fotorregulação de 

processos celulares como pelos papeis desempenhados por moléculas como porfirinas, 

citicromos e flavoproteínas, entre outros fotorreceptores atuantes na cadeia de transporte 

de elétrons mitocondrial em células de mamíferos. 
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