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UTILIZAÇÃO DE VESÍCULAS LIPÍDICAS UNILAMELARES COMO 
CARREADORAS DE ANTIOXIDANTES EM SISTEMAS DE CULTIVO IN VITRO DE 

EMBRIÕES BOVINOS 
 

RESUMO- As vesículas lipídicas unilamelares gigantes (GUVs) são 
consideradas ótimas ferramentas em sistemas de estudos que mimetizam 
membranas biológicas, devido à sua composição fosfolipídica e sensibilidade ao 
estresse oxidativo, além de possuírem capacidade de encapsular macromoléculas. 
Este foi o primeiro estudo a utilizar vesículas unilamelares gigantes como carreadoras 
de antioxidante (cisteina) em sistema de produção in vitro de embriões (PIVE). Sua 
utilização aliada ao sistema de cultivo é interessante, pois acredita-se poder ocorrer 
liberação do antioxidante de acordo com a demanda do sistema de PIVE. O objetivo 
desse estudo foi avaliar o comportamento das GUVs co-cultivadas in vitro com 
embriões bovinos, definir o método de indução ao estresse oxidativo e sua efetividade 
ao encapsular e carrear antioxidantes sob condições de estresse oxidativo. Foram 
testados indutores de estresse oxidativo [menadiona (MD) e peróxido de hidrogênio 
(H2O2)] nas GUVs, sendo o H2O2 em altas concentrações eficaz em induzir o estresse 
oxidativo através da alteração do diâmetro [Controle (18,96 µm) vs. H2O2 0,1 mM 
(17,71 µm), H2O2 0,5 mM (17,32 µm) e H2O2 1,0 mM (16,63 µm)]. Houve redução na 
taxa de desenvolvimento embrionário (P<0,05) dos grupos co-cultivados com GUVs e 
submetidos ao estresse oxidativo pela MD [Controle (26,70%) GUV (25,18%) vs. 
GUV+MD 5,0 μM (6,95%) e GUV+MD 7,5 μM (0,95%)]. As maiores concentrações 
intracelulares de ROS em embriões bovinos (P<0,05), foi no grupo GUV+MD 5,0 μM 
(16,28) vs. Controle (3,76) e GUV (3,99 ± 0,33). Ao co-cultivar GUVs, com cisteína 
encapsulada em seu interior, com embriões bovinos e submetê-los ao estresse 
oxidativo, pôde ser observado que a taxa de desenvolvimento embrionário foi menor 
(P<0,05) nos grupos (MD: 9,46%; MD + Cist: 1,19%; e GUV(Cist 3mM) + MD: 1,15%) 
e nos grupos cultivados com maior concentração de cisteina [GUV(Cist 129mM): 0,0% 
e GUV(Cist 129mM) + MD: 0,0%] em comparação aos demais grupos (controle: 
25,58%; Cist: 31,77%; e GUV(Cist 3mM): 30,16. A taxa de desenvolvimento 
embrionário até o estágio de blastocisto foi menor (P<0,05) nos grupos submetidos ao 
estresse oxidativo pela menadiona (MD: 9,46%; MD + Cist: 1,19%; e GUV(Cist 3mM) 
+ MD: 1,15%) e nos grupos cultivados com maior concentração de cisteina [GUV(Cist 
129mM): 0,0% e GUV(Cist 129mM) + MD: 0,0%] em comparação aos demais grupos 
(controle: 25,58%; Cist: 31,77%; e GUV(Cist 3mM): 30,16. O grupo GUV(Cist 3mM) 
exibiu menores (P<0,05) concentrações de ROS (0,09 UAF) comparado ao grupo Cist 
(0,16 UAF), mas ambos não diferiram do grupo controle (0,10 UAF), sendo as maiores 
concentrações de ROS observadas no grupo MD (0,34 UAF). Em conclusão as GUVs 
não promoveram efeito tóxico e nem aumentaram as concentrações intracelulares de 
ROS nos embriões. As GUVs produzidas com cisteína em seu interior apresentaram-
se mais eficientes para prevenir o aumento de ROS.  
 
Palavras-Chave: Desenvolvimento embrionário, antioxidante, embriotoxicidade, 
espécies reativas do oxigênio, vesículas unilamelares gigantes 
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UTILIZATION OF UNILAMILAR LIPID VESICLES AS ANTIOXIDANT CARRIERS 
IN IN VITRO CULTURE SYSTEMS OF BOVINE EMBRYOS 

 

ABSTRACT- Giant unilamellar lipid vesicles (GUVs) are considered to be great 
tools in study systems that mimic biological membranes due to their phospholipid 
composition and sensitivity to oxidative stress, as well as their ability to encapsulate 
macromolecules. This was the first study to use giant unilamellar vesicles as 
antioxidant (cysteine) carriers in an in vitro embryo production system (PIVE). Its use 
combined with the cultivation system would be interesting because it is believed that 
antioxidant release could occur according to the demand of the PIVE system. The aim 
of this study was to evaluate the behavior of GUVs co-cultured in vitro with bovine 
embryos, to standardize the oxidative stress induction method and its effectiveness to 
encapsulate and carry antioxidants under oxidative stress conditions. Oxidative stress 
inducers [meanadione (MD) and hydrogen peroxide (H2O2)] were tested in GUVs, and 
H2O2 at high concentrations was effective in inducing oxidative stress by changing the 
diameter [Control (18.96 µm) vs. 0.1 mM H2O2 (17.71 µm), 0.5 mM H2O2 (17.32 µm) 
and 1.0 mM H2O2 (16.63 µm)]. Embryonic development rate (P <0.05) was reduced 
in groups co-cultivated with GUVs and submitted to oxidative stress by DM [Control 
(26.70%) GUV (25.18%) vs. GUV + MD 5.0 μM (6.95%) and GUV + MD 7.5 μM 
(0.95%)]. The highest intracellular ROS concentrations in bovine embryos (P <0.05) 
were in the GUV + MD 5.0 μM group (16.28) vs. Control (3.76) and GUV (3.99 ± 0.33). 
By co-cultivating GUVs with encapsulated cysteine inside, with bovine embryos and 
subjecting them to oxidative stress, it could be observed that the embryonic 
development rate was lower (P <0.05) in the groups (MD: 9.46 % MD + Cist: 1.19%, 
and GUV (3mM Cist) + MD: 1.15%) and in the cultivated groups with the highest 
cysteine concentration [GUV (Cist 129mM): 0.0% and GUV (Cist 129mM ) + MD: 0.0%] 
compared to the other groups (control: 25.58%; Cyst: 31.77%; and GUV (Cist 3mM): 
30.16. The embryonic development rate to the blastocyst stage was lower (P <0.05) in 
the groups subjected to oxidative stress by menadione (MD: 9.46%; MD + Cist: 1.19%; 
and GUV (Cist 3mM) + MD: 1.15%) and in cultivated groups with higher cysteine 
concentration [GUV (Cist 129mM): 0.0% and GUV (Cist 129mM) + MD: 0.0%] 
compared to the other groups (control: 25.58%; Cist: 31.77 % and GUV (Cist 3mM): 
30.16.The GUV group (Cist 3mM) exhibited lower (P <0.05) ROS concentrations (0.09 
UAF) compared to the Cist group (0, 16 UAF), but both did not differ from the control 
group (0.10 UAF), with the highest ROS concentrations observed in the MD group 
(0.34 UAF). In conclusion, GUVs did not promote toxic effects, nor did they increase 
intracellular ROS concentrations in embryos. GUVs produced with cysteine inside 
were more efficient to prevent the increase of ROS. 

 
Keywords: Embryonic development, antioxidant, embryotoxicity, reactive oxygen 
species, giant unilamellar vesicles.
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1 INTRODUÇÃO 

A produção in vitro de embriões (PIVE) bovinos cresceu significativamente nas 

últimas décadas. Essa biotecnologia tornou-se uma importante ferramenta para a 

aceleração do melhoramento genético de rebanhos e tem sido aplicada em larga 

escala comercial (WU; ZAN, 2012; KUSSANO et al., 2016).  

O sucesso da PIVE está diretamente ligado tanto a fatores intrínsecos, como a 

qualidade e competência dos oócitos (RIZOS et al., 2002), como também a fatores 

extrínsecos, decorrentes da excessiva manipulação e exposição dos gametas e 

embriões às condições adversas do ambiente de cultivo. As altas concentrações de 

oxigênio e prolongada incidência de luz nestas estruturas manipuladas e cultivadas in 

vitro levam à produção de espécies reativas do oxigênio (do inglês “reactive oxigen 

species” - ROS), que podem ocasionar redução do desenvolvimento e da qualidade 

dos embriões produzidos (GUÉRIN; MOUATASSIM; MÉNÉZO, 2001; WANG et al., 

2014).  

As ROS são metabólitos provenientes da fosforilação oxidativa na cadeia 

respiratória mitocondrial e o equilíbrio entre a produção e a eliminação destes radicais 

livres mantém a homeostase dos processos de redução e oxidação (redox) celular 

(ZHAO et al., 2017). Em baixas concentrações, as ROS participam de vários 

processos fisiológicos de sinalização celular (BASINI et al., 2008; DOWLING; 

SIMMONS, 2008), no entanto, quando há desequilíbrio entre a produção de ROS e os 

mecanismos antioxidantes, a condição de estresse oxidativo é estabelecida. A 

produção excessiva de ROS culmina em peroxidação lipídica, lesão no DNA celular 

(FEUGANG et al., 2003; TAMURA et al., 2012) e perda da integridade da membrana 

decorrente do processo de oxidação que promove modificações estruturais e aumento 

na permeabilidade passiva da bicamada lipídica (GUÉRIN; MOUATASSIM; MÉNÉZO, 

2001; TAMURA et al., 2012). Esta situação é extremamente prejudicial aos gametas 

ou embriões e, por isso, a inclusão de antioxidantes aos meios de cultivo tem sido 

utilizada com a finalidade de reduzir os efeitos deletérios causados pelas ROS, 

visando aumentar a capacidade antioxidante dos gametas e embriões produzidos in 

vitro (ALI; BILODEAU; SIRARD, 2003; ROCHA-FRIGONI et al., 2014).  
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Compostos tiol de baixo peso molecular, como por exemplo a cisteína, tem sido 

utilizados para suplementar o meio de maturação do oócito e de cultivo do embrião 

(TAKAHASHI et. al., 1993; DE MATOS; FURNUS; MOSES, 1997; ROCHA-FRIGONI 

et al., 2013; ROCHA-FRIGONI et al., 2014), onde servem como precursores para a 

produção intracelular da glutationa (GSH) necessária para a desintoxicação de 

peróxidos lipídicos e proteínas tioladas, além de estar envolvida na remoção das ROS, 

especialmente do peróxido de hidrogênio (H2O2) (JOHNSON; NASR-ESFAHANI, 

1994). A biossíntese de GSH depende da presença de cisteína no meio (RATHBUN; 

MURRAY, 1991), todavia, a cisteína é instável fora da célula e é rapidamente oxidada 

em cistina, de forma que a concentração de cisteína é significativamente reduzida 

após a preparação e equilíbrio do meio em uma incubadora (SAGARA; MIURA; 

BANNAI, 1993). Um estudo anterior demonstrou que apenas 40 e 3% de uma 

concentração inicial de 0,6 mM de cisteína no meio de cultivo permaneceram, 

respectivamente, após 3 e 24 horas de incubação (DE MATOS; FURNUS; MOSES, 

1996). Para contornar esta situação, seria altamente desejável desenvolver uma 

forma de proporcionar a liberação lenta e gradual de cisteína no meio, de forma a 

manter sua disponibilidade por mais tempo durante o cultivo.  

Vesículas constituídas de camadas lipofílicas foram inicialmente desenvolvidas 

para atuarem como modelos que mimetizam membranas biológicas (WALDE et al., 

2010; SANDERSON, 2012). Porém, mais recentemente, têm sido avaliadas como 

potenciais nanoferramentas, visando o controle da liberação de drogas encapsuladas 

em seu interior (WATKINS et al., 2015). Estas vesículas são diferenciadas de acordo 

com a quantidade de camadas que possuem (unilamelares ou multilamelares) e seu 

tamanho (pequenas ou lipossomos, grandes e gigantes) (LASIC, 1988). Devido ao 

seu maior tamanho de 10 µm a 100 µm (BATHIA et al., 2015), as vesículas 

unilamelares gigantes (do inglês “giant unilamellar vesicle” – GUV) são 

particularmente interessantes para serem empregadas como carreadoras de 

macromoléculas biológicas (JIMÉNEZ et al., 2013). Adicionalmente, as GUVs têm um 

interessante potencial para serem utilizadas como marcadoras do estresse oxidativo 

durante o cultivo in vitro, já que são extremamente sensíveis à ação das ROS (ITRI et 

al., 2014; RUNAS; MALMSTADT, 2015).  
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Atualmente há diversas aplicabilidades das GUVs nas biotecnologias em 

desenvolvimento (JIMÉNEZ et al., 2013; ITRI et al., 2014; AOKI; SCHRODER, 2015), 

no entanto, as GUVs nunca foram empregadas nas biotecnologias reprodutivas, 

especificamente no sistema de produção in vitro de embriões.  

 
2 OBJETIVOS  
 2.1 OBJETIVOS GERAIS 

Investigar o comportamento das GUVs co-cultivadas in vitro com embriões 

bovinos, sua embriotoxicidade e a sua efetividade como carreadora de um 

antioxidante (cisteína) no meio de cultivo em situação de estresse oxidativo. 
 

 2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
Determinar os efeitos de substâncias indutoras de estresse oxidativo em 

células (menadiona e peróxido de hidrogênio) sobre as GUVs, mais especificamente 

sobre alterações em seu diâmetro e integridade; avaliar a embriotoxicidade das GUVs 

co-cultivadas in vitro com embriões bovinos; e avaliar a viabilidade da utilização de 

GUVs como veículo carreador para o fornecimento do antioxidante cisteína no meio 

de cultivo in vitro de embriões bovinos.  

 
3 HIPÓTESE 

As GUVs co-cultivadas in vitro com embriões bovinos podem atuar como 

doadoras de antioxidante (cisteína) ao meio de cultivo em condição de estresse 

oxidativo. 

 

4 REVISÃO DE LITERATURA 

4.1 PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES BOVINOS  
A PIV consiste em três etapas essenciais conduzidas em laboratório: a 

maturação in vitro (MIV), seguida da fertilização in vitro (FIV) dos oócitos e o cultivo in 

vitro (CIV) dos embriões resultantes. A adequada maturação dos oócitos depende da 

sincronia de eventos que ocorrem no núcleo (com a separação dos cromossomos - 

maturação meiótica), no citoplasma (maturação citoplasmática), bem como as 
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alterações moleculares, como armazenamento de mRNA, proteínas e fatores de 

transcrição (FERREIRA et al., 2009).  

Todos esses eventos dependem da influência das células foliculares (células 

do cumulus - CC), conectadas ao oócito (complexo cumulus-oócito) por via junções 

das comunicantes (junções gap). Enquanto estão inclusos no folículo ovariano, antes 

do pico pré-ovulatório de hormônio luteinizante (LH), a meiose dos oócitos está 

bloqueada na fase de diplóteno da prófase I devido aos altos níveis do segundo 

mensageiro monofosfato de adenosina cíclico (AMPc), o qual favorece a inatividade 

do fator promotor de maturação (MPF) nos oócitos (PICTON; BRIGGS; GOSDEN, 

1998; JONES, 2004). 

O AMPc é produzido nas células do cumulus a partir da ação da adelinato 

ciclase (AC) sobre a molécula de adenosina trifosfato (ATP), sendo então transportado 

para o oócito via junções gap. Outro nucleotídeo cíclico importante no bloqueio 

meiótico é o monofosfato cíclico de guanosina (GMPc) que impede a ativação da 

enzimas fosfodiesterase 3A (PDE3A - oócito) e, consequentemente, permite a 

manutenção elevada dos níveis de AMPc e impede a retomada da meiose (DEKEL; 

ABERDAM; SHERZLY, 1984;  ADHIKARI; LIU, 2014; FRANCIOSI et al., 2014). 

Essa fase de bloqueio meiótico é caracterizada pela presença do envelope ou 

membrana nuclear, denominada de vesícula germinativa (VG) (EDRY et al., 2006). 

Após o pico de LH, ou através da remoção dos oócitos do ambiente folicular e 

posteriormente submetidos ao cultivo in vitro na presença reagentes adequados, 

ocorre a progressão da maturação nuclear através da atividade do MPF que favorece 

a quebra da vesícula germinativa (do inglês, “germinal vesicle breakdown” - GVBD), 

seguida pela condensação cromossômica e formação do fuso da metáfase I (estádio 

de metáfase I - MI) (JONES, 2004).  

A extrusão do primeiro corpúsculo polar (PCP) contendo metade do conjunto 

de cromossomos do oócito encerra a primeira divisão meiótica. Logo inicia-se a fase 

de metáfase II (MII) da segunda divisão meiótica, fase em que os oócitos 

permanecerão bloqueados (Figura 1) até a penetração do espermatozoide, que 

desencadeará a extrusão do segundo corpúsculo polar e conclusão do ciclo meiótico 

com posterior desenvolvimento embrionário (HURK; ZHAO, 2005; ADHIKARI; LIU, 

2014; SOVERNIGO et al., 2017).  
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Figura 1. Representação esquemática da progressão da maturação nuclear oocitária, 
com início no estádio de vesícula germinativa (VG) da prófase I e conclusão com a 
extrusão do primeiro corpúsculo polar da metáfase II. Fonte: ADHIKARI; LIU, 2014. 
 
 
 

Concomitante aos eventos que ocorrem durante a maturação nuclear nos 

oócitos, também ocorre a maturação citoplasmática, a qual é necessária para a 

aquisição da competência do oócito. Esses eventos compreendem a redistribuição 

das organelas, especialmente  o posicionamento correto dos grânulos na periferia do 

oócito e a migração das mitocôndrias em direção perinuclear, além da síntese de 

proteínas. Todos esses eventos são importantes para o momento da fertilização e 

desenvolvimento embrionário inicial (PICTON et al., 1998; HURK; ZHAO, 2005; 

FERREIRA et al., 2009). 

A aquisição da competência para o desenvolvimento embrionário depende do 

sucesso dos eventos que ocorrem durante a maturação. Apesar da utilização intensiva 

da PIVE, tanto na ciência, buscando inovação na melhora da qualidade oocitária e 

resultados de produção embrionária, como para finalidades comerciais com animais 

de alto valor zootécnico, as taxas de blastocistos bovinos produzidos in vitro tem se 

mantido em torno de 40% (GUIMARÃES et al., 2015; KUSSANO et al., 2016). Estes 

índices diferem do que acontece in vivo, em que as taxas de oócitos que chegam à 

fase de desenvolvimento embrionário podem chegar a até 70% (RIZOS et al., 2002).  
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Uma das explicações para esta diferença é que, in vivo, o ambiente reprodutivo 

materno fornece melhores condições para o momento da fertilização e posterior 

desenvolvimento dos zigotos, devido às menores concentrações de oxigênio e à 

presença de agentes antioxidantes no folículo e no oviduto (RIZOS et al., 2002). Já 

no sistema in vitro, sabe-se que o ambiente de cultivo pode afetar a qualidade dos 

gametas e embriões, além da necessidade de frequente manipulação com 

consequente exposição à luz ultravioleta e a alta tensão de oxigênio, que propicia a 

exacerbada produção das ROS e culmina com a geração de estresse oxidativo 

(GUÉRIN; MOUATASSIM; MÉNÉZO, 2001; ROCHA-FRIGONI et al., 2013)  

 

4.2 ESTRESSE OXIDATIVO 

 As ROS, também denominadas de radicais livres, são metabólitos provenientes 

principalmente da fosforilação oxidativa mitocondrial, processo de redução do 

oxigênio (O2) utilizado pelas células a fim de gerar energia na forma de ATP 

(DOWLING; SIMMONS, 2009). A cadeia respiratória mitocondrial é a principal fonte 

endógena de ROS, mas parte dos radicais livres também são produzidos no citosol 

(SUMIMOTO, 2008). Os principais radicais livres produzidos por oócitos, embriões e 

células do cumulus  são o ânion superóxido (O-2), peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

radical hidroxila (OH-) (GUÉRIN; MOUATASSIM; MÉNÉZO, 2001; BASINI et al., 2008; 

DOWLING; SIMMONS, 2009) 

Em condições fisiológicas, há interação de elétrons com o oxigênio molecular 

na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, dando origem ao O-2 (redução de um 

elétron), o qual é convertido em H2O2 (redução de dois elétrons) pela ação da enzima 

superóxido dismutase (SOD). Este pode ser convertido em OH- (redução de três 

elétrons) através da ação do sistema enzimático, glutationa peroxidase (GPX) ou 

catalase (CAT), ou ser convertido em H2O (GUÉRIN; MOUATASSIM; MÉNÉZO, 2001; 

LUSHCHAK, 2014; SUMIMOTO, 2008). 

A homeostase celular é mantida através do equilíbrio entre a produção e a 

eliminação das ROS (ZHAO et al., 2017), que exercem importante função nos 

processos fisiológicos de vias de sinalização celular, ativação de fatores de 

transcrição nucelar, expressão gênica e defesa imunológica (BRESCIANI; DA CRUZ; 
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GONZÁLEZ-GALLEGO, 2015). No entanto, quando há desequilíbrio entre a produção 

de ROS e os mecanismos celulares antioxidantes intrínsecos, se estabelece a 

condição de estresse oxidativo (FEUGANG et al., 2003). 

As ROS são instáveis e reativas e estão em constante busca de elétrons a fim 

de manter sua estabilidade (DELEUZE; GOUDET, 2010). A composição das 

membranas biológicas com lipídios insaturados (fosfolipídios de membranas) as torna 

mais sensíveis aos danos provocados pelas ROS, levando à oxidação lipídica 

decorrente da condição de estresse oxidativo (GUÉRIN; MOUATASSIM; MÉNÉZO, 

2001; RILEY, 1994; RISKE et al., 2009). 

Outras consequências prejudiciais bem conhecidas são: lesão celular e 

tecidual, oxidação no DNA, alteração no transporte de metabólitos, depleção de ATP, 

atraso no desenvolvimento embrionário e apoptose (BRESCIANI; DA CRUZ; 

GONZÁLEZ-GALLEGO, 2015). Isto ocorre devido às elevadas concentrações de 

ROS, que são capazes de atravessar membranas celulares por difusão e promover 

diversos danos aos gametas e embriões devido às modificações moleculares nos 

lipídeos, proteínas e nucleotídeos (GUÉRIN; MOUATASSIM; MÉNÉZO, 2001; 

TAMURA et al., 2012). Os danos mitocondriais decorrentes das ROS estão 

diretamente relacionados ao retardo no desenvolvimento embrionário e às alterações 

metabólicas que culminam em apoptose (GUÉRIN; MOUATASSIM; MÉNÉZO, 2001; 

TAMURA et al., 2012). Outro dano que culmina em apoptose é o estresse gerado ao 

retículo endoplasmático, que aciona uma resposta adaptativa às proteínas mal 

enoveladas (UPR, do inglês “Unfolded Protein Response”), visando restaurar a 

homeostase celular (ALI et al., 2017). 

 Fatores exógenos também induzem a produção de ROS e afetam o 

desenvolvimento embrionário, como as condições de CIV, tal como a composição dos 

meios com excesso de glicose, presença de metais como Cobre (Cu) e Ferro (Fe) que 

são indutores de ROS através da reação de Fenton, atmosfera gasosa com alta 

tensão de O2, exposição prolongada à luz ultravioleta (IWATA et al.,1998; GUÉRIN; 

MOUATASSIM; MÉNÉZO, 2001; LOPES; LANE; THOMPSON, 2010). O momento da 

fertilização e a fase de desenvolvimento embrionário inicial são eventos onde ocorre 

o pico de consumo do oxigênio, com concomitante aumento da produção das ROS 

(LOPES; LANE; THOMPSON, 2010). Portanto, a monitorização da ocorrência de 
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condição de estresse oxidativo em cultivo de embriões pode ser utilizada com a 

finalidade de reduzir danos celulares causados pelas ROS, melhorando, 

consequentemente, os índices de produção. 

 A utilização de compostos indutores de estresse oxidativo é considerada uma 

importante ferramenta em estudos dos danos deletérios causados pelas ROS. A 

menadiona, ou vitamina k3, é uma naftoquinona que, na presença de oxigênio, 

promove a geração de O2-., H2O2 e outras ROS (MONKS et al., 1992), 

consequentemente resultando em apoptose e morte celular (MOSS; PONTES; 

HANSEN, 2009). Desta forma, a utilização da menadiona como geradora indireta de 

estresse oxidativo em sistemas de cultivo in vitro pode ser um modelo interessante 

para a avaliação do efeito protetor ou promotor de sobrevivência de drogas 

específicas, tais como antioxidantes. 

 

4.3 ANTIOXIDANTES 

Antioxidantes são substâncias capazes de reduzir a oxidação de substratos 

oxidáveis, sendo classificados como compostos enzimáticos e não enzimáticos 

(GUÉRIN; MOUATASSIM; MÉNÉZO, 2001). Ambos possuem papel determinante na 

manutenção do balanço redox intracelular e extracelular, evitando que ocorra excesso 

na produção de ROS ou deficiência no sistema antioxidante intrínseco de gametas e 

embriões (GUÉRIN; MOUATASSIM; MÉNÉZO, 2001; TAKAHASHI et al., 1993).  

Vitaminas A, C e E, piruvato, hipotaurina, taurina, glutationa (GSH) e cisteamina 

(CSH) são considerados compostos não enzimáticos. O sistema antioxidante 

enzimático é representado pelas enzimas SOD, catalase e peroxidases, como a GPX, 

glutationa redutase (GR), cobre (Cu), zinco (Zn) e manganês (Mn) superóxido 

dismutase (SOD) (GUÉRIN; MOUATASSIM; MÉNÉZO, 2001). 

 A GSH é o principal sistema antioxidante não enzimático que está presente no 

meio intracelular de oócitos e embriões, e que mantém o sistema de proteção celular 

íntegro (TAKAHASHI et al., 1993). É composta pelos aminoácidos glutamato, cisteína 

e glicina, sendo que a L-cisteína extracelular é a molécula precursora para sua 

síntese.  
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A síntese da GSH ocorre no citosol das células em duas etapas: primeiramente, 

a enzima γ-7 glutamilcisteína sintetase catalisa a síntese da γ-glutamil-cisteína a partir 

do glutamato e da cisteína; posteriormente, na presença da GSH sintetase, a glicina 

é adicionada no terminal C da γ-glutamil-cisteína, promovendo a retirada das ROS 

(DELEUZE; GOUDET, 2010).  

A eliminação das ROS ocorre pelo processo de redução de duas moléculas de 

GSH e H2O2 sob a ação da enzima GPX, resultando em sua forma oxidada GSSH e 

duas moléculas de água (H2O). Logo, a GSSH na presença do NADPH sob a ação da 

GR é reduzida em GSH, equilibrando assim o sistema redox. A SOD, através da ação 

do antioxidante enzimático MnSOD presente na mitocôndria de oócitos e embriões, 

atua dismutando os radicais superóxidos em H2O2, que posteriormente será eliminado 

novamente pela GPX ou pela catalase (DE MATOS; FURNUS, 2000; GUÉRIN; 

MOUATASSIM; MÉNÉZO, 2001; DELEUZE; GOUDET, 2010; CALABRESE; 

MORGAN; RIEMER, 2017).  

Estudos anteriores demonstraram que a suplementação do meio de MIV com 

compostos tiol, como β-mercaptoetanol, cisteína ou cistina, melhorou 

significativamente a fecundação e o posterior desenvolvimento embrionário até a fase 

de 6 a 8 células, devido ao aumento e manutenção dos níveis de GSH (DE MATOS; 

FURNUS, 2000).  

 A adição de cisteína ao meio de cultivo reduz os níveis intracitoplasmáticos 

de ROS (ZHOU et al., 2016). No entanto, é instável e rapidamente oxidada à cistina, 

a qual não pode ser captada pelas células, prejudicando a síntese de novo GSH. 

Desta forma, é importante utilizá-la em associação com a cisteamina, que atua 

reduzindo a cistina à cisteína, consequentemente aumentando a síntese de GSH 

(TAKAHASHI et al., 1993; BANNAI, 1984; MERTON et al., 2013).  

Além dos radicais livres produzidos pelas células em cultivo, também há os que 

são produzidos extracelularmente, principalmente a partir dos meios de cultivo, 

incluindo radiação, aumento nas temperaturas, drogas, ou seja, compostos que ao 

serem metabolizados dão origem aos radicais livres (RILEY, 1994). Desta forma, 

torna-se também necessária a suplementação dos meios de cultivo com antioxidantes 

de ação extracelular. Dentre estes, a catalase, que é um agente enzimático, atua como 
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antioxidante extracelular, promovendo a retirada da ROS H2O2 do meio extracelular 

(GUÉRIN; MOUATASSIM; MÉNÉZO, 2001). 

Sendo assim, a adição de antioxidantes intracelulares ou extracelulares em 

sistemas de CIV oferece melhor suporte para o desenvolvimento embrionário. 

 

4.4 VESÍCULAS LIPÍDICAS UNILAMELARES 

A fim de compreender a biofísica e os aspectos fundamentais na cinética das 

membranas, estruturas denominadas como “vesículas lipídicas” foram desenvolvidas, 

buscando obter modelos que mimetizam membranas biológicas (WALDE et al., 2010 

e SANDERSON, 2012). Essas estruturas são compartimentos esféricos constituídos 

por uma ou mais camadas de moléculas lipídicas, denominadas de membranas, que 

contém líquido em seu interior (WALDE et al., 2010). São consideradas como um 

sistema mais próximo ao fisiológico, devido às características de tamanho e estrutura 

semelhantes às membranas celulares e organelas (DIMOVA, 2012). 

As membranas podem ser compostas por um único tipo de lipídeo ou pela 

associação de diferentes fosfolipídios em sua forma líquida. Os mais utilizados são o 

1,2-dioleoil-sn-glicero-3- fosfocolina (DOPC) (MERTINS et al., 2014), fosfolipídios 1-

palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC) e 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-

fosfoetanolamina (DMPE) (RISKE et al., 2009). 

As vesículas lipídicas são classificadas de acordo com a quantidade de 

camadas que possuem, sendo consideradas unilamelares ou multilamelares, e em 

relação ao seu tamanho, podendo ser pequenas, grandes e gigantes (LASIC, 1998). 

As vesículas unilamelares pequenas (do inglês, “small unilamellar vesicles” – SUV ou 

lipossomos) possuem tamanho variável entre 50 nm a 100 nm as vesículas 

unilamelares grandes (“large unilamellar vesicles” - LUV), entre 100 nm a 500 nm; e 

as vesículas unilamelares gigantes (“giant unilamellar vesicles” - GUV), entre 10 µm a 

100 µm (BHATIA et al., 2015) (Figura 2). 

Os lipossomos (DIMOVA, 2012) são empregados como nanobiotecnologia, 

devido à sua particularidade no diâmetro. Considera-se um nanomaterial as partículas 

com diâmetro entre 1 nm e 100 nm ou partículas maiores que esse diâmetro, mas que 

se comportam de forma efetiva e possuem propriedades únicas; WATKINS et al., 
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2015), tal como auxílio no transporte e entrega de fármacos a nível molecular para 

determinados tecidos (KIM; RUTKA; CHAN, 2010).  

As GUVs são amplamente estudadas e utilizadas como ferramentas para 

observações das modificações físicas nas bicamadas fosfolipídicas e nos domínios 

lipídicos (“rafts lipids”), buscando compreender e examinar como tais mudanças 

influenciam na função celular. Estas alterações ocorrem em escalas semelhantes ao 

tamanho celular, possibilitando a observação clara e em tempo real através da 

microscopia de fluorescência, devido à presença de lipídios fluorescentes em suas 

estruturas (WESOLOWSKA et al., 2009; WALDE et al., 2010; DIMOVA, 2012; ITRI et 

al., 2014; AROUSH; YEHUDAI-RESHEFF; KEREN, 2015). 

 As vesículas gigantes são também consideradas ótimas ferramentas em 

estudos com estresse oxidativo, pois sua composição fosfolipídica as torna sensíveis 

aos danos causados pelos ROS, culminando em peroxidação lipídica (ITRI et al., 

2014). 

É possível  identificar, através da microscopia óptica, a sequência de eventos 

que ocorrem na estrutura das GUVs após a indução do estresse oxidativo em resposta 

ao estímulo com substâncias fotoxidativas, como exemplo o azul de metileno (RISKE 

et al., 2009; MERTINS et al., 2014).  

Os radicais livres interagem com as duplas ligações dos fosfolipídios presentes 

nas membranas das GUVs e causam hidroperoxidação lipídica que, 

consequentemente, leva ao aumento da área associado ou não às flutuações nas 

membranas. No interior das GUVs encontram-se alguns lipídios internos conhecidos 

como “buds”, os quais podem ser liberados no processo de estresse oxidativo através 

da abertura de poros nas membranas (HEUVINGH; BONNEAU, 2009; RISKE et al., 

2009; MERTINS et al., 2014; AOKI et al., 2015)   

 Além de serem importantes para o estudo das membranas, as GUVs podem 

ser aplicadas como ferramentas para englobar macromoléculas, como exemplo, 

citocinese bacteriana, por se compartimentalizar de forma semelhante à uma célula 

(JIMÉNEZ et al.,2013). Possuem capacidade de encapsular substâncias em seu 

interior, como enzimas (WALDE; ICHIKAWA, 2001), e serem produzidas através da 

associação de fosfolipídios e antioxidantes para proteção de membranas lipídicas (LIU 



12 
 

et al., 2018). Desta forma, são atualmente consideradas uma ótima ferramenta para 

tais aplicações.  

 

 
 
Figura 2. Figura esquemática baseada nos diferentes tamanhos e quantidades de 
lamelas das vesículas lipídicas. (a) Estrutura do lipossomo com antioxidantes 
encapsulados do tipo hidrofílico e hidrofóbico. (b) Tamanhos e lamelaridades das 
vesículas lipídicas multilamelares (MLV), vesícula lipídica pequena (SUV), vesícula 
lipídica grande (LUV) e vesícula lipídica gigante (GUV) (TRAN; MOON; LEE, 2019). 
 
 
 
5. MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1 REAGENTES QUÍMICOS E MEIOS 

 Os reagentes foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), 

caso contrário estão especificados no texto. Materiais plásticos e tubos foram obtidos 

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

O meio de MIV utilizado foi o TCM-199 suplementado com 0,2 mM de piruvato, 

25 mM bicarbonato de sódio, 50 μg/mL de amicacina, 0,5 μg/mL de hormônio folículo 

estimulante (FSH; Folltropin-V; Bioniche Animal Health, Ontario, Canada), 100 UI/mL 

de gonadotrofina coriônica humana (hCG; Vetecor; Hertape Calier, Juatuba, MG, 

Brasil) e 10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco BRL, Grand Island, NY, USA). O meio 

de fecundação consistiu de Tyrode-Albumina-Lactato-Piruvato (TALP) contendo 0,2 
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mM de piruvato, 25 mM bicarbonato de sódio, 13 mM de lactato de sódio, 50 μg/mL 

de amicacina, 6 mg/mL albumina sérica bovina (BSA) livre de ácidos graxos, 10 μg/mL 

de heparina, 20 μM de penicilamina, 10 μM hipotaurina e 2 μM epinefrina (meio TALP-

FIV). O meio para cultivo dos embriões utilizado foi o “Synthetic Oviduct Fluid” 

modificado (mSOF), suplementado com 0,2 mM de L-glutamina, 0,34 mM citrato de 

sódio, 2,8 Mm de myo-inositol, 2% aminoácidos essenciais, 1% aminoácidos não 

essenciais, 0,2 mM piruvato, 50 μg/mL de amicacina, 5 mg/mL de BSA fração V e 

2,5% de SFB. 

 Nos tratamentos onde o antioxidante cisteína (Sigma C7352) foi diluído 

diretamente no meio mSOF (grupos descritos no delineamento experimental), o 

preparo foi realizado a cada dia do experimento para obtenção da concentração final 

de 0,6 mM, como previamente preconizada por ALI; BILODEAU; SIRARD, 2003 e 

ROCHA-FRIGONI et al., 2014. 

 

5.2 ELETROFORMAÇÃO E FORMA DE AVALIAÇÃO DAS VESÍCULAS 
UNILAMELARES GIGANTES (GUVs) 

Foi inicialmente preparada uma solução estoque do fosfolipídio 1,2-dioleoil-sn-

glicero-3-fosfocolina (DOPC, Avanti Polar Lipids, Inc.) em clorofórmio, na 

concentração de 10-3 mol/L. Foi adicionado 0,5 mol% de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-

fosfoetanolamina-N-(lissamina rodamina B sulfonil) (Liss Rod PE, Avanti Polar Lipids, 

Inc) à solução de DOPC para a marcação da membrana, visando sua observação em 

microscopia de fluorescência. Em seguida, essa solução foi espalhada em um 

substrato de vidro recoberto com óxido de estanho dopado com índio (ITO, do inglês 

“Indium Tin Oxide”), sendo então seco a vácuo por 1 hora. Uma segunda placa 

idêntica foi usada para cobrir uma câmara de incubação delimitada por um espaçador 

de teflon. Na sequência, a câmara foi preenchida com a solução de eletroformação, 

constituída por: sacarose a 0,26 mol/L para proceder à eletroformação de GUVs 

tradicionais; ou de sacarose a 0,26 mol/L e 3x10-3 mol/L de cisteína para proceder à 

eletroformação de GUVs preenchidas com cisteína [GUV(Cist 3mM)]; ou ainda de 

sacarose a 0,26 mol/L e 129x10-3 mol/L de cisteína para proceder à eletroformação 

de GUVs preenchidas com cisteína [GUV(Cist 129mM)]. A concentração de sacarose 
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utilizada para a formulação da solução de eletroformação foi determinada para ser 

iso-osmótica ao meio mSOF, cuja osmolaridade (260 mOsm kg-1) foi determinada em 

um osmômetro (Osmomat 3000). Tanto a sacarose quanto a cisteína foram 

previamente diluídas em água ultrapura (Milli-Q). Finalmente, uma tensão AC de 2,0 

V a uma frequência fixa de 10 Hz (Gerador de Função Digital Minipa MFG-4202, 

Minipa do Brasil Ltda) foi aplicada através da câmara por no mínimo 3 horas. 

Posteriormente, a solução contendo as GUVs foi removida da câmara com auxílio de 

uma seringa (3 mL) e armazenada a 4ºC por até uma semana.  
As avaliações das GUVs foram realizadas em microscópio invertido equipado 

com fluorescência (Nikon Eclipse Ti-S), em objetiva de 40x, utilizando um filtro com 

excitação na faixa de comprimento de onda de 515 a 575 nm e emissão de 560 a 680 

nm. As imagens obtidas por meio do Software Nikon NIS-Elements AR (versão 3.0) 

foram posteriormente avaliadas com auxílio do programa Image J utilizando uma reta, 

mensurando de uma extremidade a outra da GUV para determinação do seu diâmetro.  

 

5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

5.3.1 EXPERIMENTO I: EFEITO DA MENADIONA SOBRE A INDUÇÃO DE 
ESTRESSE OXIDATIVO EM GUVs CULTIVADAS IN VITRO 

A menadiona (MD) é uma substância utilizada na indução de estresse oxidativo 

pela capacidade de produzir O2-., H2O2 e outras ROS em células cultivadas na 

presença de oxigênio (ITRI et al., 2014). Desta forma, a utilização da menadiona como 

geradora de estresse oxidativo em sistemas de cultivo in vitro pode ser um modelo 

interessante para a avaliação do efeito protetor ou promotor de sobrevivência de 

drogas específicas, tais como antioxidantes. As GUVs, por sua vez, são estruturas 

sensíveis ao estresse oxidativo, que induz modificações estruturais sobre as mesmas 

e causa, principalmente, alterações em seu diâmetro (CAETANO et al., 2007; RISKE 

et al., 2009; MERTINS et al., 2014; WEBER et al., 2014; AOKI; SCHRODER, 2015). 

Desta forma, a variação no diâmetro das GUVs foi utilizada como parâmetro para 

avaliar a geração de estresse oxidativo induzido de forma indireta no sistema de 

cultivo pela menadiona.  
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GUVs tradicionais foram eletroformadas e então diluídas em mSOF (20% v/v). 

Desta solução, 500 μL foram transferidos para placas de quatro poços, sendo que a 

cada poço foi acrescentada a menadiona em concentrações crescentes, de acordo 

com os seguintes tratamentos: grupo controle (GUVs cultivadas na ausência de 

menadiona) e grupos MD 1,0 mM, MD 2,5 mM, MD 5,0 mM, MD 7,5 mM e MD 10,0 

mM, onde as GUVs foram cultivadas na presença de, ,1 mM, 2,5 mM, 5,0 mM, 7,5 mM 

e 10 mM de menadiona, respectivamente. As placas contendo as GUVs foram 

cultivadas em incubadora por um período de 72 horas a 38,5ºC em 5% de CO2 em ar, 

com máxima umidade. O diâmetro das GUVs (em µM) foi mensurado antes do cultivo 

(D0) e novamente ao término do cultivo (após 72 horas - D3). 

 

5.3.2 EXPERIMENTO II: EFEITO DO PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO SOBRE A 
INDUÇÃO DE ESTRESSE OXIDATIVO EM GUVS CULTIVADAS IN VITRO 

 O H2O2 é um dos principais e mais potentes radicais livres produzidos por 

células em decorrência do estresse oxidativo (GUÉRIN; MOUATASSIM; MÉNÉZO, 

2001). Este experimento foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito direto deste 

radical livre sobre as GUVs. 

 As GUVs tradicionais foram eletroformadas e diluídas em mSOF (20% v/v), 

assim como descrito para o experimento I. Desta solução, 500 μL foram transferidos 

para poços de placas de cultivo, sendo que a cada poço foi acrescentado H2O2 em 

concentrações crescentes, de acordo com os seguintes tratamentos: grupo controle 

(GUVs cultivadas na ausência de H2O2) e grupos H2O2 0,01 mM, H2O2 0,05 mM, H2O2 

0,1 mM, H2O2 0,5 mM, e H2O2 1,0 mM, onde as GUVs foram cultivadas na presença 

de 0,01 mM, 0,05 mM, 0,1 mM, 0,5 mM de H2O2 e 1 mM de H2O2, respectivamente. 

As placas contendo as GUVs foram cultivadas em incubadora por um período de 72 

horas a 38,5ºC em 5% de CO2 em ar, com máxima umidade. O diâmetro das GUVs 

foi mensurado no D0 e novamente no D3, da mesma forma como descrito para o 

experimento I. 
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5.3.3 EXPERIMENTO III: INDUÇÃO DE ESTRESSE OXIDATIVO PELA 
MENADIONA EM EMBRIÕES CULTIVADOS IN VITRO NA PRESENÇA DE GUVs  
 Este experimento foi desenvolvido com o objetivo de avaliar: (1) a 

embriotoxicidade das GUVs; (2) as concentrações intracitoplasmáticos de ROS em 

embriões co-cultivados com GUVs; e (3) o comportamento das GUVs (morfometria e 

quantidade) quando co-cultivadas com embriões submetidos ao estresse oxidativo 

induzido pela menadiona. 

Prováveis zigotos produzidos in vitro foram removidos das gotas de fertilização 

no D1, lavados e transferidos para placas de poços em volume de 500 μL de meio de 

cultivo mSOF com algumas suplementações, de acordo com os tratamentos a seguir: 

1) grupo controle (n = 100): embriões cultivados em meio mSOF; 2) grupo GUV (n = 

104): embriões cultivados em meio mSOF acrescido de 20% (v/v) de GUVs 

tradicionais; 3) grupo GUV+MD 5,0 μM (n = 104): embriões cultivados em meio mSOF 

acrescido de 20% (v/v) de GUVs tradicionais e suplementado com 5,0 μM menadiona 

do D6 ao D7; e 4) grupo GUV+MD 7,5 μM (n = 100): embriões cultivados em meio 

mSOF acrescido de 20% (v/v) de GUVs tradicionais e suplementado com 7,5 μM 

menadiona do D6 ao D7 (MOSS; PONTES; HANSEN, 2009). 

Os embriões foram cultivados a 38,5ºC em 5% de CO2 em ar, com umidade 

máxima por 7 dias. Como um dos objetivos deste experimento foi avaliar as GUVs, 

não foi realizada troca de meio (feeding) durante todo o período do cultivo. A taxa de 

clivagem foi avaliada no D3 e a taxa de desenvolvimento embrionário foi avaliada no 

D7, quando os blastocistos obtidos foram avaliados quanto ao conteúdo intracelular 

de ROS. As GUVs foram avaliadas quanto ao diâmetro e quantidade (expressa em 

porcentagem), sendo que a porcentagem de GUVs no último dia de cultivo (D7) foi 

determinada em relação ao total de GUVs presentes no primeiro dia (D1). 

 

5.3.4 EXPERIMENTO IV: AVALIAÇÃO DA EFICÁCIA DE GUVs COMO 
CARREADORAS DE CISTEÍNA NO MEIO DE CULTIVO IN VITRO DE EMBRIÕES 
BOVINOS. 
  Este experimento teve como objetivo avaliar a viabilidade da utilização de 

GUVs como veículo carreador para o fornecimento de antioxidante no meio de cultivo 

de embriões bovinos. Para tanto, comparou-se o efeito antioxidante da cisteína diluída 



17 
 

no meio de cultivo [concentração de 0,6 mM, conforme recomendada em estudos 

anteriores (ALI; BILODEAU; SIRARD, 2003; ROCHA-FRIGONI et al., 2014) com o 

efeito da cisteína encapsulada em GUVs [GUV(Cist 3mM)]. Conforme detalhado 

acima, as GUV(Cist 3mM) foram eletroformadas em solução contendo cisteína na 

concentração de 3 mM, sendo subsequentemente diluídas no meio de cultivo (20% 

v/v) para que a concentração final máxima de cisteína no meio atingisse 0,6 mM após 

a possível liberação total do conteúdo das GUVs. Porém, apesar desta concentração 

da solução de eletroformação ter sido calculada para que não fosse ultrapassado o 

limite de 0,6 mM após o extravasamento, existe a possibilidade de que nem todas as 

GUVs sejam alteradas pelo estresse oxidativo, o que levaria a uma concentração de 

cisteina extravasada no meio menor do que o preconizado. Sendo assim, comparou-

se também o efeito da cisteína encapsulada em GUVs em maior concentração (129 

mM: grupo GUV(Cist 129mM)], cuja concentração final máxima de cisteína no meio 

seria de 25,8 mM após a total liberação pelas GUVs. Apesar desta concentração final 

ser muito superior à preconizada (ALI; BILODEAU; SIRARD, 2003; ROCHA-FRIGONI 

et al., 2014), foi avaliada por ser isosmótica ao meio SOF, o que impediria um possível 

efeito de variação da osmolaridade entre os meios interno e externo das GUVs, 

levando à sua desestabilização.  

Prováveis zigotos foram cultivados em placas de poços em volume de 500 μL 

de meio mSOF com algumas suplementações, de acordo com os tratamentos: 1) 

controle (n = 111): embriões cultivados em meio mSOF; 2) Cist (n = 112): embriões 

cultivados em meio mSOF suplementado com 0,6 mM cisteína (do D1 ao D7); 3) MD 

(n = 111): embriões cultivados em meio mSOF suplementado 5,0 μM menadiona a 

partir do D6 (do D6 ao D7); 4) MD+Cist (n = 110): embriões cultivados em meio mSOF 

suplementado com 0,6 mM cisteína (do D1 ao D7) e com 5,0 μM menadiona a partir 

do D6; 5) GUV(Cist 3mM) (n = 116): embriões cultivados em meio mSOF acrescido 

de 20% (v/v) de GUVs eletroformadas com cisteína na concentração de 3 mM (do D1 

ao D7); 6) GUV(Cist 3mM)+MD (n = 113): embriões cultivados em meio mSOF 

acrescido de 20% (v/v) de GUVs eletroformadas com cisteína na concentração de 3 

mM (do D1 ao D7) e suplementado com 5,0 μM menadiona a partir do D6; 7) GUV(Cist 

129 mM) (n = 112): embriões cultivados em meio mSOF acrescido de 20% (v/v) de 

GUVs eletroformadas com cisteína na concentração de 129 mM (do D1 ao D7); 8) 
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GUV(Cist 129 mM)+MD (n = 110): embriões cultivados em meio mSOF acrescido de 

20% (v/v) de GUVs eletroformadas com cisteína na concentração de 129 mM (do D1 

ao D7) e suplementado com 5,0 μM menadiona a partir do D6; 

Os embriões foram cultivados a 38,5ºC em 5% de CO2 em ar, com umidade 

máxima por até 7 dias. Como um dos objetivos deste experimento era avaliar o efeito 

da cisteína inclusa nas GUVs e adicionada ao meio no início do cultivo, não foi 

realizada troca de meio (feeding) durante todo o período do cultivo. A taxa de clivagem 

foi avaliada no D3 e a taxa de desenvolvimento embrionário foi avaliada no D7. Os 

blastocistos obtidos foram avaliados quanto ao conteúdo intracelular de ROS.  

 

5.4 SELEÇÃO E MATURAÇÃO DE OÓCITOS 

Ovários bovinos foram obtidos em abatedouro e transportados até o laboratório 

em solução salina esterilizada em temperatura entre 30 e 35°C. Complexos cumulus-

oócitos (COCs) foram recuperados através de punções de folículos antrais (3 a 8 mm 

de diâmetro) realizadas com auxílio de seringa de 10 mL acoplada a uma agulha 

calibre 18G. Oócitos com pelo menos quatro camadas de células do cumulus e 

citoplasma homogêneo foram selecionados em fluido folicular centrifugado 

suplementado com penicilina-estreptomicina 75 µg/mL. Os COCs selecionados foram 

então lavados e transferidos para placas de 4 poços (NUNC, Nunclon Delta Tratado 

4-Well IVF Dish, Dinamarca) contendo 500 μL de meio MIV (25 a 30 estruturas por 

poço), sem óleo mineral. O cultivo foi realizado durante 22 horas a 38,5ºC em 

atmosfera de 5% de CO2 em ar, com umidade máxima.  

 

5.5 FERTILIZAÇÃO IN VITRO E CULTIVO DE EMBRIÕES 

Palhetas de sêmen criopreservado foram descongeladas a 37°C por 30 

segundos e o conteúdo foi submetido à centrifugação em gradiente de densidade 

descontínua de Percoll (45% e 90%; GE Healthcare, Uppsala, Suécia) durante 7 

minutos a 2500 x g, em temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi 

descartado e o sedimento ressuspendido em 500 μL de meio TALP, sendo novamente 

centrifugado por 5 minutos a 5000 x g. Os espermatozoides (2x106 células/mL) foram 

adicionados à gota de fertilização contendo 100 μL do meio de fertilização TALP-FIV. 
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Os COCs e os espermatozoides foram co-incubados por 18 horas a 38,5°C e 5% de 

CO2 em umidade máxima. O início da FIV foi definido como o dia 0 (D0).  

Após a fertilização, os prováveis zigotos foram parcialmente desnudos das 

células do cumulus através de pipetagens. As estruturas foram então transferidas para 

500 μL de meio mSOF sem óleo mineral (25 a 30 estruturas por poço) e cultivadas a 

38,5ºC em 5% de CO2 em ar, com máxima umidade por até 7 dias. A taxa de clivagem 

foi avaliada 72 h após a inseminação (h.p.i.) e a taxa de desenvolvimento embrionário 

foi avaliada 168 h.p.i. (dia 7 do CIV: D7).  

 

5.6 DETERMINAÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES INTRACITOPLASMÁTICAS DE 
ROS  

O conteúdo intracelular de ROS (H2O2, HO•, ROO•) foi quantificado nos 

embriões mediante a coloração com a sonda fluorescente CellROX® Green Reagent 

(Thermo ScientificTM - Molecular Probes, Life Technologies - C10444). Embriões 

obtidos no D7 foram lavados duas vezes em solução salina tampão fosfato (PBS) e 

incubados com 5 μM de CellROX® durante 30 minutos, no escuro, a 38,5°C e 5% de 

CO2 em ar. Posteriormente, foram lavados duas vezes em PBS, fixados em solução 

de paraformaldeído 4% durante 15 minutos e novamente lavados duas vezes em PBS. 

Na sequência, foram permeabilizados em Triton X-100 em 0,5% em citrato de sódio 

0,1% por 10 minutos, sendo em seguida corados com Hoechst 33342 (1 μg/mL) 

durante 15 minutos. Após lavagem em PBS, as estruturas foram montadas em 

lâminas e avaliadas imediatamente em microscópio invertido equipado com 

epifluorescência (Olympus IX51), em aumento de 20x. Os comprimentos de onda de 

excitação e de emissão foram, respectivamente, de 485 nm e 520 nm para 

observações do CellROX e de 385 nm e 520 nm para observações do Hoechst. As 

imagens obtidas foram posteriormente analisadas utilizando-se o programa Q-

Capture Pro Image software (Media Cybernetics, Inc. Version 5.0.1.26) para 

quantificação da intensidade de fluorescência emitida (dados expressos em unidade 

arbitrária de fluorescência - UAF). A intensidade do sinal de fundo (background) foi 

subtraída dos valores medidos do tratamento. Para cada embrião, a intensidade do 

CellROX foi normalizada pelo número de células (DNA corado pelo Hoechst). 
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5.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

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

em replicatas independentes. Os dados foram analisados por ANOVA utilizando o 

software estatístico JMP® versão 5.0.1a (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA). Quando 

necessário, os dados em porcentagem foram transformados em arco seno antes de 

serem submetidos à ANOVA. Quando um efeito estatisticamente significativo foi 

encontrado, comparações múltiplas das médias foram determinadas pelo teste de 

Tukey. Diferenças com probabilidades (P) menores que 0,05 (P<0,05) foram 

consideradas significativas. Os valores estão apresentados como média e erro padrão 

da média (EPM).  

 

6. RESULTADOS 

6.1 EXPERIMENTO I 

Foi avaliado o efeito da menadiona sobre a variação do diâmetro em GUVs 

cultivadas in vitro, cujos resultados estão apresentados na Tabela 1. Não houve 

diferença entre os tratamentos (P>0,05) antes do início do cultivo (D0: variação de 

16,76 a 18,92 µm entre os tratamentos) quanto após 72 horas de cultivo (D3: 17,06 a 

21,59 µm). 

Tabela 1. Efeito da concentração de menadiona (MD) sobre o diâmetro de vesículas 
unilamelares gigantes (GUVs) cultivadas in vitro por um período de 72 horas. 

  
Grupos 

 GUVs no D0*  GUVs no D3   
      Nº Diâmetro (μM)       Nº Diâmetro (μM)   

Controle  29 18,46 ± 1,46  58 17,85 ± 0,94   
MD 1,0 mM  16 16,76 ± 1,72  24 18,55 ± 1,74   
MD 2,5 mM  28 17,38 ± 1,20  42 21,59 ± 1,27   
MD 5,0 mM  49 17,00 ± 0,86  48 20,46 ± 0,85   
MD 7,5 mM  47 16,79 ± 0,95  40 17,06 ± 0,77   
MD 10,0 mM  56 18,92 ± 0,72  48 19,47 ± 0,90   

 
Os dados estão apresentados na forma de média ± EPM. *D0 = dia 1 (início do cultivo); D3 = 
dia 3 (final do cultivo de 72 horas). Não foi observada diferença estatística entre os 
tratamentos pelo teste de Tukey (P>0,05). 
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6.2 EXPERIMENTO II 

 Não foi observado efeito do H2O2 sobre o diâmetro de GUVs nos diferentes 

tratamentos no início do cultivo (D0: variação de 15,72 a 16,64 µM entre os 

tratamentos; P>0,05), como apresentado na Tabela 2. Todavia, no D3 foi verificada 

redução (P<0,05) no diâmetro das GUVs, , nos grupos cultivados na presença das 

maiores concentrações de H2O2 avaliadas no presente estudo [Controle (18,96 µm) 

vs. H2O2 0,1 mM (17,71 µm), H2O2 0,5 mM (17,32 µm) e H2O2 1,0 mM (16,63 µm)]. 

 

Tabela 2. Efeito da concentração de peróxido de hidrogênio (H2O2) sobre o diâmetro 
de vesículas unilamelares gigantes (GUVs) cultivadas in vitro por um período de 72 
horas.  

  
Grupos 

 GUVs no D0*   GUVs no D3   
       Nº  Diâmetro (μM)          Nº Diâmetro (μM)   

Controle  413 16,45 ± 0,24  350 18,96 ± 0,27 ab   
H2O2 0,01mM  383 16,64 ± 0,25  304 19,16 ± 0,35 a   
H2O2 0,05mM  353 16,27 ± 0,25  331 17,90 ± 0,32 bc   
H2O2 0,1mM  308 16,21 ± 0,28  268 17,71 ± 0,30 c   
H2O2 0,5mM  442 16,30 ± 0,23  283 17,32 ± 0,29 c   
H2O2 1,0mM  313 15,72 ± 0,31  220 16,63 ± 0,31 c   

 
Os dados estão apresentados na forma de média ± EPM. *D0 = dia 1 (antes do início do 
cultivo); D3 = dia 3 (final do cultivo de 72 horas). abcLetras diferentes na mesma coluna diferem 
pelo teste de Tukey (P<0,05). 

 

6.3 EXPERIMENTO III 

 Não foi observada diferença entre os tratamentos (P>0,05) com relação à taxa 

de clivagem (86,35% a 92,95%). Da mesma forma, não houve diferença (P>0,05) nas 

taxas de desenvolvimento embrionário até o estágio de blastocisto entre o grupo 

controle (26,70%) e o grupo GUV (25,18%). Todavia, esses dois tratamentos diferiram 

(P<0,05) dos grupos GUV+MD 5,0 μM (6,95%) e GUV+MD 7,5 μM (0,95%), como 

demonstrado na Tabela 3.  

As maiores concentrações intracelulares de ROS (Figura 3) em embriões 

bovinos, expressas em UAF, foram observadas no grupo GUV+MD 5,0 μM (16,28), o 
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qual diferiu (P<0,05) dos grupos controle (3,76) e GUV (3,99). Embriões do grupo 

GUV+MD 7,5 μM não foram avaliados, pois não houve desenvolvimento de um 

número adequado de estruturas que permitissem realizar a avaliação.   
 

 

Tabela 3. Clivagem e desenvolvimento de embriões bovinos cultivados in vitro na 
presença de vesículas unilamelares gigantes (GUVs) e submetidos ao estresse 
oxidativo induzido pela menadiona. 

Grupos Nº oócitos Clivagem (%) Blastocistos (%) 

Controle 100 86,35 ± 3,38 26,70 ± 7,30 a 
GUV 104 89,54 ± 1,43 25,18 ± 4,32 a 

GUV+MD 5,0 μM*  104 89,75 ± 2,69 6,95 ± 3,13 b 
GUV+MD 7,5 μM*  100 92,95 ± 2,99 0,95 ± 0,95 b 

Os dados estão apresentados na forma de média ± EPM . *Os embriões foram cultivados por 
7 dias, sendo que a menadiona (5,0 μM ou 7,5 μM) foi incluída no meio apenas no sexto dia 
de cultivo (do D6 ao D7). abLetras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey 
(P<0,05). 
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Figura 3. Concentrações intracelulares de espécies reativas de oxigênio (ROS) em 
embriões produzidos in vitro submetidos ao estresse oxidativo e cultivados na 
presença de vesículas unilamelares gigantes (GUVs). Os dados estão apresentados na 
forma de média ± EPM. As concentrações de ROS estão expressas em unidades arbitrárias 
de fluorescência (UAF). Os embriões foram cultivados por 7 dias, sendo que a menadiona 
(5,0 μM) foi incluída no meio apenas no sexto dia de cultivo (do D6 ao D7). Barras com letras 
distintas diferem pelo Teste de Tukey (P<0,05). 

 

Não foi observada diferença (P>0,05) de diâmetro em GUVs dos diferentes 

tratamentos antes de serem submetidas ao cultivo (D0: 14,90 a 15,30 µM), como 

apresentado na Tabela 4. Todavia, no D7 foi observado aumento (P<0,05) no diâmetro 

das GUVs do grupo GUV+MD 7,5 μM (17,79 µM) em relação aos grupos controle 

(14,63 µM) e GUV+MD 5,0 μM (13,49 µM).  

Tabela 4. Efeito da menadiona sobre o diâmetro de vesículas unilamelares gigantes 
(GUVs) em co-cultivo in vitro com embriões. 

  
Grupos 

 GUVs no D0*  GUVs no D7   
      Nº  Diâmetro (μM)           Nº  Diâmetro (μM)   

Controle  843 14,92 ± 0,19   77 14,63 ± 0,82 b   
MD 5,0 μM**   708 14,90 ± 0,18   86 13,49 ± 0,59 b   
MD 7,5 μM   790 15,30 ± 0,19  69 17,79 ± 0,94 a   

Os dados estão apresentados na forma de média ±  EPM. *D0 = dia 1 (antes de iniciar o 
cultivo); D7 = dia 7 (final do cultivo de 168 horas). **Os embriões foram cultivados por 7 dias, 
sendo que a menadiona  (5,0 μM ou 7,5 μM) foi incluída no meio apenas no sexto dia de 



24 
 

cultivo (do D6 ao D7). abLetras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste 
de Tukey (P<0,05). 

 

 Neste experimento foi também avaliada a variação do número de GUVs 

presentes na placa de CIV no final do cultivo (D7) em relação ao total inicial (D1), 

reportada em termos de porcentagem (Figura 4). Não foi observada diferença entre 

os tratamentos (P>0,05), sendo detectadas 13,6% de GUVs remanescentes no D7 no 

grupo controle, 21,6% no grupo GUV+MD 5,0 μM e 13,5% no grupo GUV+MD 7,5 μM. 

 
 
Figura 4. Porcentagem de vesículas unilamelares gigantes (GUVs) presentes na gota 
de cultivo in vitro de embriões bovinos. A porcentagem de GUVs no último dia de 
cultivo (D7) foi determinada em relação ao total de GUVs presentes no primeiro dia 
(D1). No D6 foi induzido estresse oxidativo nos embriões através da adição de 
menadiona em diferentes concentrações por um período de 24 horas. Não foi 
encontrada diferença estatística entre os tratamentos, para cada momento avaliado 
(P>0,05). 
 

 

6.4 EXPERIMENTO IV 

A taxa de clivagem foi menor (P<0,05) nos grupos GUV(Cist 129mM) e 

GUV(Cist 129mM)+MD (50,05% e 45,89%, respectivamente) do que a dos demais 

tratamentos (83,97% a 91,69%). A taxa de desenvolvimento embrionário até o estágio 

de blastocisto foi menor (P<0,05) nos grupos submetidos ao estresse oxidativo pela 

Início do cultivo (D0) Final do cultivo (D7) 
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menadiona (MD: 9,46%; MD+Cist: 1,19%; e GUV(Cist 3mM)+MD: 1,15%) e nos 

grupos cultivados com maior concentração de cisteina [GUV(Cist 129mM): 0,0% e 

GUV(Cist 129mM)+MD: 0,0%] em comparação aos demais grupos (controle: 25,58%; 

Cist: 31,77%; e GUV(Cist 3mM): 30,16 %). Estes resultados estão sumarizados na 

Tabela 5. 
 

 

 

Tabela 5. Clivagem e desenvolvimento de embriões bovinos cultivados in vitro em 
meio suplementado com vesículas unilamelares gigantes (GUVs) eletroformadas com 
cisteína (Cist) em seu interior, e submetidos ao estresse oxidativo induzido pela 
menadiona  

Grupos 

Aditivo do meio de 
cultivo                        No 

oócitos 
Clivados             

(%) 
Blastocistos  

(%) 

 

MD* Cisteína  

Controle - - 111 87,99 ± 0,92a 25,58 ± 4,53a 
Cist - 0,6 mM (diluída)** 112 84,65 ± 4,83a 31,77 ± 0,37a 
MD + - 111 91,69 ± 1,04a 9,46 ± 6,04b 
Cist+MD  + 0,6 mM (diluída) 110 90,01 ± 1,56a 1,19 ± 1,19b 
GUV(Cist3mM) - 3 mM (na GUV)*** 116 83,97 ± 5,71a 30,16 ± 1,59a 
GUV(Cist3mM)+MD + 3 mM (na GUV) 113 88,37 ± 4,01a 1,15 ± 1,15b 
GUV(Cist129mM) - 129 mM (na GUV)*** 112 50,05 ± 4,22b 0,00b 
GUV(Cist129mM)+MD + 129 mM (na GUV) 110 45,89 ±14,80b 0,00b 

   
 

Os dados estão apresentados na forma de média ± EPM . *Os embriões foram cultivados por 
7 dias, sendo que a menadiona (5,0 μM) foi incluída no meio apenas no sexto dia de cultivo 
(do D6 ao D7); **Nos grupos Cist e Cist+MD, a cisteína foi diluída diretamente no meio de 
cultivo na concentração final de 0,6 mM; ***Nos grupos GUV(Cist 3mM) e GUV(Cist 
3mM)+MD, as GUVs foram eletroformadas com 3 mM de cisteína em seu interior e foram 
subsequentemente diluídas no meio de cultivo (20% v/v), de forma que a concentração final 
máxima atingisse 0,6 mM após liberação pelas GUVs. ****Nos grupos GUV(Cist 129mM) e 
GUV(Cist 129mM)+MD, as GUVs foram eletroformadas com 129 mM de cisteína em seu 
interior e foram subsequentemente diluídas no meio de cultivo (20% v/v), de forma que a 
concentração final máxima atingisse 25,8 mM após liberação pelas GUVs. abLetras diferentes 
na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05). 
 
 

Foram avaliadas as concentrações intracelulares de ROS dos embriões 

produzidos (Tabela 6), com exceção dos grupos Cist+MD, GUV(Cist)+MD, GUV(Cist 

129mM) e GUV(Cist 129mM)+MD, em que não houve desenvolvimento de um número 

adequado de estruturas que permitisse realizar a avaliação. O grupo GUV(Cist 3mM) 
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exibiu menores (P<0,05) concentrações de ROS (0,09 UAF) em comparação ao grupo 

Cist (0,16 UAF), mas ambos não diferiram do grupo controle (0,10 UAF). As maiores 

concentrações de ROS foram observadas no grupo MD (0,34 UAF), que diferiu dos 

demais tratamentos (P<0,05). 

 

 

Tabela 6. Concentrações intracelulares de espécies reativas de oxigênio (ROS) em 
embriões bovinos cultivados in vitro em meio suplementado com vesículas 
unilamelares gigantes (GUVs) e cisteína (Cist), e submetidos ao estresse oxidativo 
induzido pela menadiona. 

Grupos 
Aditivo do meio de cultivo           

           Nº embriões  ROS (UAF) 
MD* Cisteína 

Controle - - 21 0,10 ± 0,01 bc 
 

Cist - 0,6 mM (diluída)** 29 0,16 ± 0,02 b 
 

MD + - 9 0,34 ± 0,05 a 
 

GUV(Cist 3mM) - 3 mM (na GUV)*** 25 0,09 ± 0,01 c 
 

 
Os dados estão apresentados na forma de média ± EPM . *Os embriões foram cultivados por 
7 dias, sendo que a menadiona (5,0 μM) foi incluída no meio apenas no sexto dia de cultivo 
(do D6 ao D7); **No grupo Cist, a cisteína foi diluída diretamente no meio de cultivo na 
concentração final de 0,6 mM; ***No grupo GUV(Cist 3mM), as GUVs foram eletroformadas 
com 3 mM de cisteína em seu interior e foram subsequentemente diluídas no meio de cultivo 
(20% v/v), de forma que a concentração final máxima atingisse 0,6 mM após liberação pelas 
GUVs. abcLetras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey 
(P<0,05). 

 

 

7. DISCUSSÃO 

Este é o primeiro estudo em que foi proposta a utilização de GUVs como 

estruturas carreadoras de antioxidante (cisteína) para suplementação do meio de 

cultivo in vitro de embriões bovinos. De maneira geral, os resultados demonstraram 

que as GUVs não são embriotóxicas e são sensíveis às ROS produzidas pelos 
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embriões cultivados in vitro sob condição geradora de estresse oxidativo. 

Adicionalmente, a diminuição do conteúdo intracitoplasmático de ROS em embriões 

cultivados com cisteína encapsulada em GUVs sugere que a inclusão de antioxidante 

no meio de cultivo via GUVs é mais eficiente no controle do estresse oxidativo do que 

a suplementação via diluição direta de antioxidante no meio.    

No presente estudo não foram observadas alterações do diâmetro de GUVs 

cultivadas in vitro na presença de menadiona. Essa molécula já foi utilizada em 

estudos anteriores como geradora de estresse oxidativo em células cultivadas in vitro 

(MOSS; PONTES; HANSEN, 2009). Sua ação consiste em gerar ROS em múltiplos 

locais intracelulares, promovendo desequilíbrio no sistema redox de nucleotídeos de 

pirimidinas e comprometendo a atividade mitocondrial (CIRCU; MALONEY; AW, 

2011). Em consequência, as células produzem as principais ROS, como por exemplo, 

o ânion superóxido (O2-) e o H2O2 (MONKS et al., 1992). Embora não tenha sido 

investigada a presença de ROS no meio de cultivo no presente estudo, a ausência de 

efeitos da menadiona sobre as GUVs sugere que a ausência de células em co-cultivo 

não tenha induzido a geração das ROS e que, devido a isso, esta droga não é capaz 

de induzir o estresse oxidativo diretamente nas GUVs. Desta forma, foi avaliado o 

efeito direto de um radical livre (H2O2), o qual foi capaz de promover a modificação do 

diâmetro das GUVs cultivadas in vitro na ausência de células, semelhante ao descrito 

por RISKE et al. (2009) ao utilizarem substância fotooxidativa na presença de GUVs.  

Tendo sido determinada a sensibilidade das GUVs às ROS, estas estruturas 

foram co-cultivadas in vitro com embriões bovinos em condição de estresse oxidativo 

induzido pela menadiona, visando avaliar a suscetibilidade das GUVs às ROS 

produzidas pelas células em cultivo. Observou-se variação no diâmetro e na 

quantidade de GUVs remanescentes ao final do período de cultivo no grupo tratado 

com a maior concentração de menadiona avaliada neste estudo (7,5 µM). Este 

resultado corrobora com o achado acerca da sensibilidade das GUVs ao H2O2 e pode 

ser explicado pelo fato de que as GUVs são estruturas extremamente sensíveis à 

peroxidação lipídica, decorrente de uma reação em cadeia dos produtos oxidativos 

(HEUVINGH; BONNEAU, 2009). Estudos recentes demonstraram que a exposição 

das GUVs à substâncias fotoxidativas ocasiona a clivagem das cadeias lipídicas que 

levam à abertura de poros na membrana que, consequentemente, promove alterações 
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de sua estrutura (AOKI et al., 2015; GASCHLERA; STOCKWELL, 2017; BACELLAR 

et al., 2018), como aumento da área de superfície das GUVs associado ou não às 

flutuações nas membranas e liberação das “buds” como consequência do estresse 

oxidativo (HEUVINGH; BONNEAU, 2009; RISKE et al., 2009; MERTINS et al., 2014). 

Desta forma, os resultados observados no presente estudo sugerem que a variação 

do diâmetro das GUVs seja uma resposta de sua sensibilidade ao estresse oxidativo. 

Embora não tenha sido avaliada a ultraestrutura das GUVs no presente estudo, pode-

se sugerir, com base nos relatos de literatura (CAETANO et al., 2007; RISKE et al., 

2009; MERTINS et al., 2014; WEBER et al., 2014; AOKI et al., 2015; GASCHLERA; 

STOCKWELL, 2017; BACELLAR et al., 2018), que a variação do diâmetro das GUVs 

seja uma consequência de lesões na membrana causadas pelas ROS, especialmente 

pelo radical H2O2, e que tais lesões propiciem o possível extravasamento do conteúdo 

presente em seu interior. 

Desta forma, uma vez que as GUVs são consideradas ótimas ferramentas para 

encapsular macromoléculas (JIMÉNEZ, et al., 2013), e que os radicais livres são 

capazes de lesionar a sua membrana (MERTINS et al., 2014), causando possível 

extravasamento de seu conteúdo, estas estruturas tornam-se excelentes candidatas 

para serem utilizadas como veículos para liberação gradual de antioxidantes no meio 

de cultivo in vitro de embriões, em resposta às situações geradoras de estresse 

oxidativo. Neste raciocínio, o fornecimento de antioxidante ao meio, via GUVs, seria 

uma resposta à necessidade do sistema de cultivo, já que a inclusão desnecessária e 

excessiva de antioxidantes pode ser prejudicial (ROCHA-FRIGONI et al., 2013), já que 

as ROS também desempenham papel fisiológico, mais especificamente regulam a 

função celular ao controlar a produção e a ativação de substâncias que têm atividade 

biológica nas principais vias de sinalização celular (BUHIMSCHI et al., 2000; 

MARSHALL; MERCHANT; STAMLER, 2000; BACELLAR et al., 2018).  

Todavia, de acordo com os relatos disponíveis na literatura, nenhum estudo 

anterior utilizou GUVs em co-cultivo de embriões, sendo necessário avaliar 

inicialmente a sua embriotoxicidade. Os resultados do presente estudo demonstraram 

que as GUVs não afetaram o desenvolvimento embrionário, portanto não promoveram 

efeito embriotóxico. Da mesma forma, não foi observado aumento do conteúdo 

intracelular de ROS em embriões cultivados in vitro na presença de GUVs, o que 
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indica que o maior teor lipídico do ambiente de cultivo, decorrente da composição 

lipídica da membrana das GUVs, não promoveu por si só um aumento da condição 

geradora de estresse oxidativo. Com base nestes resultados satisfatórios para sugerir 

a utilização de GUVs como nanoferramentas (ou, mais apropriadamente, como 

“microferramentas” – devido ao seu maior tamanho), propusemos a formação destas 

estruturas com cisteína em seu interior, na expectativa de que as alterações 

promovidas na membrana destas estruturas pelas ações das ROS produzidas durante 

o cultivo in vitro de embriões pudessem propiciar o possível extravasamento do 

antioxidante presente em seu interior, sob demanda. 

 A presença de cisteína no meio de cultivo é fator limitante para a síntese de 

GSH pelo embrião e trabalhos anteriores demonstraram que a suplementação do 

meio com cisteína (0,6 mM) durante as primeiras 72 horas de cultivo embrionário 

melhora a taxa de desenvolvimento de mórulas e blastocistos (ALI; BILODEAU; 

SIRARD, 2003). Porém, contrariamente aos achados destes autores, no presente 

estudo a suplementação do meio com cisteína na concentração de 0,6 mM, tanto 

diluída no meio quanto encapsulada em GUVs, não promoveu aumento nas taxas de 

produção de blastocistos quando não houve desafio com menadiona, embora tenha 

sido observado um interessante aumento numérico na produção embrionária [25,58% 

no grupo controle vs. 31,77% e 30,16% nos grupos Cist e GUV(Cist 3mM), 

respectivamente]. Da mesma forma, quando não houve geração de estresse 

oxidativo, ambas as formas de suplementação do meio com cisteína não levaram à 

diminuição do conteúdo intracitoplasmático de ROS nos embriões em comparação 

com o controle. De acordo com relatos de literatura, a adição de antioxidantes durante 

o cultivo in vitro produz resultados contraditórios, com alguns estudos relatando 

nenhum efeito (IWATA et al., 1998) e outros relatando efeitos benéfícos (ALI; 

BILODEAU; SIRARD, 2003) ou, ainda, indesejáveis (VAN SOOM et al., 2002) sobre 

o desenvolvimento embrionário. Todavia, geralmente os efeitos são benéficos 

somente quando as condições de cultura são inadequadas (HARVEY, 2007). 

Portanto, a ausência de efeitos do antioxidante sugere que as condições de cultivo 

estabelecidas para o presente estudo foram satisfatórias e não geraram estresse 

oxidativo.  
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Todavia, quando os embriões foram desafiados com menadiona, a cisteína, 

seja diretamente diluída no meio (concentração de 0,6 mM) ou fornecida na forma 

encapsulada no interior das GUVs (na concentração final máxima de 0,6 mM), não foi 

eficiente para reverter a redução no desenvolvimento embrionário. Este resultado 

sugere que o antioxidante utilizado foi ineficiente ou, ainda que a condição de estresse 

oxidativo  induzida neste estudo foi muito exacerbada, o que é compatível com o 

bloqueio do desenvolvimento embrionário observado nesta condição. 

Mesmo quando adicionada em maior concentração (concentração final máxima 

de 25,8 mM), a cisteína não reverteu a redução no desenvolvimento embrionário na 

condição de estresse oxidativo. Além disso, mesmo na situação padrão (sem desafio 

com menadiona), foi muito prejudicial e afetou negativamente as taxas de clivagem e 

desenvolvimento embrionário. ZHOU et al. (2016) reportaram que o aumento da 

concentração de cisteína (de 200 uM a 500 uM) durante o cultivo de embriões de 

pequenos ruminantes reduziu o desenvolvimento embrionário devido a um possível 

desbalanço no sistema redox. Portanto, no presente estudo as altas concentrações 

de cisteína podem ter promovido uma redução drástica das ROS intracelulares, 

levando a um desbalanço ou alteração nas vias de sinalização celular que são 

reguladas pelas ROS em concentrações fisiológicas (BUHIMSCHI et al., 2000; 

MARSHALL; MERCHANT; STAMLER, 2000; MORADO et al., 2009), o que culminou 

com o bloqueio total do desenvolvimento embrionário. Estes resultados reforçam o 

conceito de que o equilíbrio entre as concentrações intracelulares de ROS e os 

mecanismos antioxidantes é essencial para sustentar o desenvolvimento embrionário 

(ROCHA-FRIGONI et al., 2013). 

Naturalmente, os sistemas de cultivo in vitro e manipulação de embriões 

favorecem a produção das ROS devido a diversos fatores como, por exemplo, a 

exposição à luz, atmosfera gasosa com altas tensões de oxigênio e a própria 

composição dos meios (GOTO et al., 1993; GUÉRIN; MOUATASSIM; MÉNÉZO, 

2001; CORRÊA et al., 2008; ROCHA-FRIGONI et al., 2013). No presente trabalho, 

apesar da suplementação do meio com 0,6 mM cisteína ter sido inócua sobre as taxas 

de desenvolvimento embrionário, os resultados demonstraram que a suplementação 

com este antioxidante na forma encapsulada em GUVs foi mais eficiente do que a sua 

diluição direta no meio para impedir a elevação da concentração intracitoplasmática 
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de ROS nos embriões, decorrentes do estresse oxidativo induzido pelo próprio 

sistema de cultivo, ou seja, na ausência de menadiona [0,09 UAF no grupo GUV(Cis 

3mM) vs. 0,16 UAF no grupo Cist]. Devido ao embasamento teórico, pode-se sugerir 

que a diluição direta de cisteína no meio de cultivo possa ter resultado em sua rápida 

oxidação em cistina (MERTON et al., 2013; ZHOU et al., 2016), consequentemente 

reduzindo sua disponibilidade como precursora da síntese de GSH (TAKAHASHI et 

al., 1993; MERTON et al., 2013). Por outro lado, a possível liberação lenta da cisteína 

para o meio, a partir da ruptura das GUVs, pode ter favorecido o fornecimento gradual 

de cisteína ao meio, disponibilizando-a por um maior período de tempo. Esses 

resultados são promissores e estimulam a continuidade deste estudo para 

readequação e ajuste do novo protocolo estabelecido. 

 

8. CONCLUSÕES 
Em conclusão, as GUVs cultivadas in vitro não promoveram efeito tóxico e nem 

aumentaram as concentrações intracelulares de ROS nos embriões, sendo seguras 

para utilização em propósitos de produção in vitro de embriões.  

O peróxido de hidrogênio foi capaz de promover modificações nas GUVs, 

características de estresse oxidativo. 

Em comparação com sistema em que a cisteína foi diluída diretamente no meio 

(forma não encapsulada), as GUVs produzidas com cisteína em seu interior foram 

mais eficientes para prevenir o aumento intracitoplasmático de ROS em embriões 

bovinos produzidos in vitro. 
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