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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.  
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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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