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RESUMO 

Produção in vitro de embrião é uma biotécnica recente que visa à obtenção de 

embriões fora do aparelho reprodutivo das fêmeas onde envolve três etapas biológicas: 

maturação in vitro de oócitos recuperados de folículos ovarianos, fecundação in vitro e o 

cultivo in vitro, etapa onde ocorre o desenvolvimento do zigoto até os estágios de blastocistos. 

O objetivo do trabalho foi avaliar o uso do suplemento Amora Miúra® em oócitos bovinos 

durante a maturação in vitro e suas consequências no desenvolvimento embrionário. Foram 

avaliadas as taxas de clivagem e formação de blastocistos nos dias 2 e 7 do desenvolvimento 

embrionário, respectivamente, com diferentes concentrações do suplemento. Os oócitos foram 

distribuídos entre os grupos experimentais: Grupo G1 com 70 oócitos (Meio de maturação in 

vitro com a adição de 0,5 mg/ml de amora); Grupo G2 com 68 oócitos (Meio de MIV com 

adição de 0,25 mg/ml de amora); e Grupo Controle G3 com 65 oócitos (Meio de MIV com 

adição de β-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich), melatonina (Sigma-Aldrich) e insulina-

transferrina-selênio (ITS) (Gibco Life Tecnology – concentrado 100 vezes), onde foram 

levados e processados no Laboratório de Fecundação in vitro do Instituto de Ciências 

Biológicas da Universidade Federal do Pará num período de 12 dias cada processo durante 

três meses. As análises das taxas de clivagem e de produção de embrião demonstraram através 

da Análise de Variância que não houve diferença significativa entre os grupos com diferentes 

concentrações do suplemento de extrato de amora-miúra (p>0,05), porém demostrando ser um 

meio alternativo de molécula antioxidante utilizado na Produção in vitro de Embrião por ser 

um suplemento alimentar comercial acessível e de custo não elevado, chegando em torno de 

3% do valor dos meios utilizados na rotina do laboratório. Os antioxidantes presentes no 

grupo G1 e G2 participam das mesmas vias dos antioxidantes presentes no grupo controle 

positivo (G3), o que pode explicar os resultados parecidos, mostrando que eles participam da 

redução do estresse oxidativo das estruturas celulares sugerindo bloqueio de radicais livres.  

 

Palavras-chave: Amora-miúra – Embriões – Maturação in vitro  
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1. INTRODUÇÃO 

 

De acordo com o IBGE em abril de 2016, o Brasil é o maior produtor comercial de 

bovinos do mundo, com cerca de 214 milhões de cabeças de gado. Este aumento tem como 

fator os ganhos de rendimento devido à utilização de genética avançada, o manejo de 

pastagem e a qualificação do pecuarista brasileiro, o que tende a crescer devido a 

modernização nesta área de produção (MAPA, 2016).   

Dentro do setor de reprodução animal, destacam-se inovações biotecnológicas como a 

Inseminação Artificial (IA), a Inseminação Artificial em Tempo Fixo (IATF) (DOROTEU et 

al., 2015), a Produção In Vitro de Embrião (PIVE) (VARAGO et al., 2008), além da 

Transferência de Embriões (TE) (RUFINO et al., 2006). 

O Brasil ocupa o 20º lugar no ranking global de exportação de sêmen e de embriões 

bovinos, sendo o maior produtor desses embriões em laboratório, com cerca de 320 mil 

unidades anuais de embrião produzidos, o que representa metade do mercado mundial (CNA 

BRASIL, 2016). O que tende a aumentar ainda mais, principalmente na área da pecuária de 

corte na produção de matrizes de raças zebuínas, e um aumento não tão significativo, em 

gados de leite da raça Bos taurus, em comparação aos gados de corte (VARAGO et al., 2008). 

Essas biotécnicas têm sido utilizadas de modo alternativo para acelerar a produção de 

animais geneticamente superiores, proporcionando melhoramento animal na seleção de 

matrizes com alto potencial; diminuindo também o intervalo entre gerações; na produção de 

embriões para comercialização (VARAGO et al., 2008). 

Produção in vitro de embrião é uma biotécnica recente que visa à obtenção de 

embriões fora do aparelho reprodutivo das fêmeas onde envolve a etapa de colheita de oócitos 

dos folículos ovarianos, que seguem por três etapas biológicas: maturação in vitro de oócitos 

recuperados de folículos ovarianos (in vivo ou in vitro) (MIV), fertilização in vitro (FIV) e o 

cultivo in vitro (CIV), etapa onde ocorre o desenvolvimento do zigoto até os estágios de 

blastocistos (VARAGO et al., 2008; MORAES, 2018). 

Durante o cultivo de embriões em laboratório, as células estão expostas em altas 

concentrações de oxigênio, o que leva a maior produção de Espécies Reativas de Oxigênio 

(EROs), fazendo com que as células percam a função devido aos constantes danos (CHWA et 

al., 2006), e sabendo disso, para se obter embriões de boa qualidade, se faz necessário a 

redução da produção de radicais livres aumentando a quantidade de antioxidantes disponíveis 
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nos meios de cultura através da suplementação, o que tem influência direta na PIVE, onde 

essas moléculas devido ao estresse oxidativo causam alterações negativas nas etapas de MIV, 

FIV e CIV.  (TRINDADE et al., 2016). 

Sendo assim, para redução das EROs a pesquisa busca avaliar os efeitos dessas 

moléculas nas etapas da PIVE, e a relação com as estruturas celulares. Diante disso, este 

trabalho salienta outra possibilidade de produto a ser utilizado como meio de cultivo, a partir 

disso optou-se pela a utilização da amora miúra como alternativa mais viável e acessível 

economicamente para a PIVE. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

 

3.1 Produção in vitro de Embrião 

 

Assimilando o que ocorre in vivo, a PIVE compreende em três etapas produzidas em 

laboratório: a maturação oocitária, a fecundação dos oócitos e o cultivo embrionário até os 

estádios de mórula e blastocisto (VARAGO et al., 2008). A técnica se aprimorou com o uso 

da ultrassonografia, o estudo morfofisiológico de embriões e gametas, meios alternativos de 

cultivo, entre outros (VARAGO et al., 2008). Um trabalho desenvolvido no Acre, Rondônia e 

Bolívia, mostrou que a taxa de gestação em Nelore foi em média 45% em vacas receptoras de 

primeira ou segunda cria quando utilizados a técnica de Produção in vitro de Embrião, 

independente de propriedades, localização, ano, estações do ano e técnico que realizou TE 

(JAGUSZESKI, 2019).  

Antes da PIVE temos a fase que inclui a colheita de oócitos dos folículos antrais 

juntamente com complexo cúmulo-oócito (CCO), técnica feita em laboratório (in vitro) 

através de ovários obtidos de matadouro, ou in vivo por meio de laparoscopia vaginal ou via 

flanco, ou pela técnica da aspiração folicular transvaginal guiada por ultrassom – Ovum Pick 

Up (OPU) (VARAGO et al., 2008), sendo a última de eleição para a espécie bovina, por se 

apresentar mais tolerante que as outras técnicas. (GONÇALVES et al., 2007; ANDRADE et 

al., 2012). 

Após a recuperação do CCO, as etapas seguintes que eram para ocorrer no interior da 

fêmea, são feitos no laboratório (VARAGO et al., 2008), onde na maturação, o oócito passa 

por inúmeros eventos químicos e estruturais nucleares e citoplasmáticos, para que subsequente 

possa ser fecundado e se desenvolva até o estádio de blastocistos. (VARAGO et al., 2008).  

De acordo com Gordon (1994), as taxas de produção embrionária em bovinos quando 

os oócitos foram submetidos a 32 horas de maturação foram reduzidos, enquanto que outros 

trabalhos mostraram que a taxa de oócitos maturados por 18 horas foram semelhantes aos que 

se tornaram maduros em 24 horas. Tal fato, torna este tempo mais utilizado e de eleição para 

se evitar baixas taxas de produção embrionária (WEHREND & MEINECKE, 2001; 

GORDON, 1994).  
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Vários meios estão sendo estudados e testados como protocolos de maturação, como o 

Synthetic Oviductal Fluid (SOF) e o Tissue Culture Medium 199 (TCM 199®), sendo o 

TCM199® mais utilizado nos laboratórios de PIV e na maioria suplementados com soro fetal 

bovino (SFB), aminoácidos como L-glutamina, bicarbonato de sódio, FSH, LH, piruvato de 

sódio, lactato, vitaminas e antibióticos (GANDHI et al., 2000). E ainda se faz necessário, para 

obter bons resultados, o uso de uma estufa com atmosfera gasosa controlada contendo 5% de 

dióxido de carbono (CO2) em ar e umidade saturada, num período de vinte e quatro horas, já 

descrito (GONÇALVES et al., 2007; VARAGO et al., 2008). Então, somente depois da 

conclusão desses eventos de maturação, é o que oócito está competente à fecundação 

(MINGOTI, 2005). 

Antes de serem colocados juntos aos oócitos já maturados, os espermatozóides (sptz) 

precisam ser capacitados, ou seja, precisam estar aptos a fecundação adquirindo a capacidade 

de penetrá-los devido ao aumento da fluidez da membrana plasmática e o auxílio da reação 

acrossômica (VARAGO et al., 2008).   

Como na FIV bovina se utiliza em geral o sêmen congelado, eles precisar ser 

selecionados e escolhidos os capacitados após o descongelamento (VARAGO et al., 2008), e 

para essa seleção utiliza-se entre outros, o gradiente de Percoll (MATURANA et al., 2019), 

em duas ou três fases de diferentes concentrações (90, 45 e 30%) (GONSALVES et al., 2002). 

Depois de selecionados, para se evitar polispermia e calculado de acordo com a população 

viva e a motilidade, a concentração utilizada é de 2x10
6
 espermatozóides/ml (GONSALVES 

et al., 2002).  

O meio mais utilizado in vitro para fertilização é o Tyrode-albuminalactato-piruvato 

(TALP), onde foi originalmente descrito por Bavister e Yanagimachi em 1977, com pH de 7,8 

e tempo de incubação de 6 a 24 horas de acordo com os protocolos estabelecidos, utilizando 

temperatura ideal de 39ºC e com atmosfera de 5% de CO2 em ar e umidade saturada 

(GONSALVES et al., 2002; GARCIA et al., 2005; MINGOTI, 2005). Podendo atingir 40% 

de oócitos fecundados na espécie bovina, comparado às outras espécies (BAVISTER, 2002).  

Após a MIV e a FIV, estão formados os zigotos, onde passarão por sucessivas 

clivagens e divisões celulares, até formarem o blastocisto, estádio adequado para se fazer a TE 

ou criopreservação in vitro (GONSALVES et al., 2002; MINGOTI, 2005; MELLO et al., 

2016)  
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Na década de 80 era utilizado o co-cultivo de embriões com células somáticas 

(GANDOLFI & MOOR, 1987), como células do oviduto e da granulosa, que dependendo da 

concentração dificultava a avaliação da relação dos componentes, por esse motivo foi 

substituído por outros meios de cultivo, como foi o caso do SOF (GONSALVES et al., 2002; 

VARAGO et al., 2008) onde obteve melhor resultado e o qual ainda é amplamente utilizado 

(SILVEIRA, 2019), desenvolvido por Tervit et al. (1972) e posteriormente modificado por 

Takahashi e First (1992). 

De acordo com Mingoti (2005), os laboratórios utilizam pouco ou nenhum soro, com 

atmosfera de cultivo de baixa tensão de oxigênio (5%), CO2 5% e N2 90%, com umidade 

saturada a 39°C. Esses padrões fazem com que melhore as reações biológicas, o aspecto e 

qualidade do embrião (LIM et al., 1999).  

A etapa de CIV vai até o 7° dias após a fecundação in vitro (VARAGO et al., 2008), 

podendo alcançar até o 8º ou 9º dia (GONSALVES et al., 2002; MINGOTI, 2005). Os 

embriões que alcançam o estádio de blastocistos chegam apenas entre 25 a 40% (BAVISTER 

et al., 1992; LONERGAN et al., 2001), o que faz com que esta etapa da PIVE seja ainda mais 

estudada para obter melhores resultados (GALLI et al., 2003) 

A aplicação de biotécnicas de reprodução em animais de produção está gerando 

considerável impacto na produção de alimentos e no setor de agronegócio, devido aumento do 

potencial de inovações aplicadas no rebanho brasileiro, o que pode ser maximizado devido ao 

aprimoramento dessas técnicas, garantindo maior produção de alimentos e de baixo custo à 

população, assim como a preservação desses recursos genéticos para serem utilizados outrora.  

(FIGUEIREDO et al., 2008). 

Apesar do avanço na técnica e do uso da biotecnologia, a produção in vitro ainda 

apresenta baixa eficiência, seja na taxa de gestação, como na qualidade e formação dos 

embriões produzidos (PONTES et al., 2009). Tais limitações podem estar ligadas à distância 

entre as fazendas onde os oócitos foram coletados e embriões transferidos, e os laboratórios 

onde são produzidos (GONÇALVES et al., 2007), também relacionados às condições de 

estresse durante as etapas da PIVE, tendo como consequência a baixa da eficiência da 

produção devido entre outras coisas a alta concentração de oxigênio atmosférico fazendo com 

que eleve a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) (LUCAS et al., 2015).  

Assim, desenvolvendo métodos e técnicas de criopreservação, incubação e meios de 

cultivo eficientes, permitem o melhor desenvolvimento e aprimoramento da biotécnica, como 
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é o caso da adição de suplementos químicos ao meio de cultivo, como citou o autor Lucas et 

al (2015). E, por meio desses estudos, podem-se diminuir o intervalo entre partos e utilizar 

vacas doadoras sem levar em consideração o estágio do ciclo estral, o que não irá interferir no 

número de oócitos para a PIVE. (VARAGO et al., 2008). 

 

3.2 Espécies Reativas de Oxigênio 

 

As EROs também chamadas de radicais livres, são partículas químicas compostas por 

um ou mais átomo de oxigênio, podendo conter também um ou mais elétrons não pareados, o 

que faz com que a molécula se torne demasiadamente reativa (HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 2015), conferindo efeitos deletérios as estruturas celulares, como ácidos 

nucléicos, lipídios de membranas, e também em proteínas devido ao estresse oxidativo, 

interferindo na capacidade fertilizante (WHITE, 1993).  

Esses radicais livres podem ser sintetizados através de reações catalisadas por metais; 

são produzidos durante a inflamação por macrófagos e neutrófilos, e também são subprodutos 

da cadeia respiratória mitocondrial (RUTTKAY-NEDECKY, 2013). A partir do mecanismo 

de fosforilação oxidativa, produtos da atividade mitocondrial, são produzidos os principais 

EROs no ambiente intracelular que são Peróxido de Hidrogênio (H2O2), o radical superóxido 

(O2-) e o radical hidroxila (OH-) (WIESE et al., 2017). 

A formação do radical superóxido (O2-) é espontânea a partir da adição de um 

elétron ao oxigênio molecular, produto da cadeia respiratória pelo NADH que ocorre na 

membrana mitocondrial, não tendo o potencial considerável de penetração em membrana 

lipídica, diferente do radical hidroxila (OH-) que é considerado mais reativo, onde é formado 

a partir do peróxido de hidrogênio (H2O2) catalisado por íons metais como o Fe++ ou Cu++ 

(NORDBERG & ARNÉR, 2005). Por outro lado, o H2O2, é seriamente prejudicial pela 

capacidade de penetrar membranas biológicas e ter mais tempo de vida (NORDBERG & 

ARNÉR, 2005). 

Os efeitos deletérios das EROs sobre os espermatozoides devido a exposição em altas 

concentrações (MACLEOD, 1943), interfere na capacidade fertilizante, devido sensibilidade à 

lesões peroxidativas, o que induzem a produção de mais EROs deixando o sptz ainda menos 

inviável (WHITE, 1993; ALVAREZ & DE MORAES, 2006).  
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Algumas moléculas intracelulares são responsáveis em equilibrar a concentração de 

EROs no citoplasma para posteriormente não haver outros danos a estruturas celulares. 

(TAMURA et al., 2012). Sendo assim, para aprimoramento da técnica de acordo com Lucas et 

al (2015) e Tamura et al (2012), adiciona-se suplementos químicos ao meio de cultura. 

 

 3.3 Agentes Antioxidantes 

 

São agentes responsáveis pela inibição ou redução da oxidação do substrato, ou seja, 

das lesões causadas pelos radicais livres nas células (HALLIWEL & GUTTERIDGE, 1989; 

STEINER, 2002).  

Elas podem ser compostas por elementos enzimáticos produzidos pelo organismo 

(STEINER, 2002) como as Superóxido Dismutase (SODs) (que necessita de selênio), as 

Catalases (CAT) e as Glutationas Peroxidases (GPX) (HALLIWELL, 1990; PISOSCHI & 

POP, 2015); e por agentes não enzimáticos onde precisam ser incorporados através da 

alimentação, como as vitaminas lipossolúveis (Vitamina A) (HALLIWELL, 1990; STEINER, 

2002), vitaminas hidrossolúveis (Vitamina C) (NOMOTO et al., 2006; GHYASVAND et al., 

2015; STEINER, 2002), além de oligoelementos (zinco, selênio e cobre) (HALLIWELL, 

1990),   entre outros.  

E ainda assim, com o vasto número de antioxidantes utilizados na PIVE, na espécie 

bovina, ainda não está determinado qual é o mais conveniente para o desenvolvimento do 

embrião. (ROCHA-FRIGONI et al., 2016; NIKSERESHT et al., 2017; SOVERNIGO et al., 

2017). CAT, SOD e GPX são as principais moléculas responsáveis pelo balanceamento na 

concentração de EROs nas células, tornando as espécies químicas menos reativas, ou seja, 

menos prejudicial às células. (YATOO et al., 2014) 

Estudos mostraram que a influência desses suplementos na MIV mesmo que ainda 

não muito esclarecidos, aumentaram significativamente o número de blastocistos devido o 

envolvimento de fatores de crescimento levando a melhora da competência oocitária 

(CARNEIRO et al., 2003), mesmo que nas adequadas condições nem todos os oócitos 

respondem a estas condições (SIRARD et al., 1998), o que mostra que essas células se 

expressam melhor aos seus constituintes originais (SIRARD, 2001). 
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2.3.1 Selênio 

 

O selênio é um mineral que tem o metabolismo complexo e único (BOPP et al., 

1982); tem função antioxidante, fazendo parte da composição da enzima Glutationa 

peroxidase (GSH-PX) essencial à proteção da membrana celular dos oócitos (SMITH & 

AKINBAMIJO, 2000) e para maturação dos folículos ovulatórios (NASCIMENTO, 2008), 

atuando na produção da Glutationa Reduzida (GSH) que vai contribuir para interiorizar 

metais, inclusive o ferro no embrião atuando também como fator de crescimento (LIM & 

HANSEL, 2000; AUGUSTIN et al., 2003). 

Aréchia et al (1994) dizem que radicais livres prejudicam vários mecanismos 

inclusive os reprodutivos, como o desenvolvimento embrionário. Portanto, in vivo, além de 

facilitar a passagem dos espermatozoides e entre outras funções, o selênio se apresenta como 

protetor do embrião durante toda a gestação, devido à diminuição da função de anticorpos e 

neutrófilos (NASCIMENTO, 2008).  Foi relatado que 50 a 90% do selênio proveniente da 

dieta é absorvido e utilizados pelo organismo (BURK et al., 1995).  

Um ou mais átomos de selênio se liga a uma cadeia semelhante à cisteína no local de 

ligação do enxofre, formando a selenocisteína que é a principal molécula de função do 

selênio, e estas formam selenoproteínas. Essas reações fazem com que a enzima GPX se torne 

de 100 para 1000 vezes mais ativa, removendo moléculas tóxicas como é o caso do peróxido 

de hidrogênio, assim como anuncia à célula a existência dessas moléculas (BURK et al, 1995; 

2002).  

 

2.3.2 Vitamina C 

 

A Vitamina C também conhecida como ácido ascórbico, é uma vitamina 

hidrossolúvel e que tem ação potencialmente antioxidante. Ela está presente nos ovários e 

também tem função de facilitar o crescimento folicular. (MURRAY et al., 2001).  

Ela atua na captação e liberação de íons hidrogênios, juntamente com a glutationa 

reduzindo a sínteses de radicais livres (ROCK et al., 1996; NORDBERG & ARNÉR, 2001), 

principalmente como no caso da formação de hidroperóxido lipídico nas lipoproteínas de 

membrana e plasmáticas. (NORDBERG & ARNÉR, 2001). 
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 Entretanto, na presença de metais pesados como o Fe ou o Cobre, ou até mesmo em 

doses elevadas de vitamina c, devido a ação pró-oxidante leva a ocorrência de peroxidação 

lipídica, assim como danos ao DNA e proteínas (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). 

 

2.3.3 Zinco 

 

O zinco (Zn) é um micronutriente essencial que tem papel importante na composição 

de várias proteínas, peptídeos e enzimas incluindo a Superóxido Dismutase de cobre/zinco 

(CuZnSOD) (FALCHUK, 1998; PRASAD, 2003; CATHOMEN & JOUNG, 2008); no 

metabolismo de carboidratos, proteínas e ácidos nucléicos (MAFRA & COZZOLINO, 2004; 

MEDEIROS, 2012; MCCALL et al., 2000) protegendo componentes celulares e o DNA de 

danos oxidativos, retrocedendo-se na deficiência do mineral (TAYLOR et al., 1988).  

Ele compõe metaloproteínas presentes na organogênese e no desenvolvimento 

embrionário (FALCHUK, 1998; KAMBE et al., 2008) e a nível laboratorial está ligado à 

albumina e associado às pontes de sulfidríla de proteínas de membrana (EIDE, 2006).  

Através de uma reação redox, a glutationa é capaz de liberar o Zn da metalotioneína 

(CHEN & MARETE, 2001), que atua como ligante biológico na síntese de complexos 

binários e terciários com o zinco em baixas concentrações (KREZEL et al., 2003; CORTESE 

et al., 2008; MARET, 1994). 

 

3.4 Amora Miúra (Morus nigra) 

 

Conhecida popularmente como amora-miúra, amora, amoreira e amora preta, a 

espécie Morus nigra (IPNI, 2019) pertence ao gênero Morus, que possui cerca de 24 espécies 

e uma subespécie (ERCISLI & ORHAN, 2007).  

Este gênero possui na sua composição: ácido ascórbico, aminoácidos, caroteno, sais 

minerais (SILVA, 2012) e compostos fenólicos, que reage com radicais livres, e estes são 

consumidos durante a reação (ANGELO & JORGE, 2007), como flavonoides, cumarinas, 

xantonas (NOMURA & HANO, 1994; WANG et al., 2009), conferindo alto potencial 
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antioxidante (FUKAI et al., 2003; NADERI et al., 2004), além de efeito antiinflamatório, 

diurético, hipotensor e hipoglicemiante (PADILHA et al., 2010; SYAH et al., 2000).  

Estudos mostram que extratos de Morus nigra apresentam ação protetora contra 

danos peroxidativos de biomembranas e biomoléculas (NADERI et al., 2004). Foram também 

demostrados por Oliveira e colaboradores (2013), a baixa toxicidade pré-clínica e os efeitos 

antioxidantes em ratos após a ingestão de extrato da amora miúra. 

Um estudo feito com fragmentos de ovários de ovelhas contendo folículos pré-

antrais, mostrou mais resistência nos grupos que utilizaram extratos de folhas de amora miúra 

no meio no que diz respeito a sua sobrevida, quando comparados ao grupo controle do 

laboratório (CAVALCANTE et al., 2017). Sendo este efeito também, descrito em testes feitos 

com cultura de células cancerígenas, conferindo efeito apoptótico e aumento da citotoxicidade 

nos grupos que utilizaram extrato da folha da fruta (E SILVA, 2016). 
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3. OBJETIVOS  

 

3.1. Objetivo Geral  

Avaliar uso do suplemento Amora Miúra em oócitos bovinos durante a maturação in 

vitro e suas consequências no desenvolvimento embrionário. 

 

3.2. Objetivos Específicos  

 Avaliar o efeito antioxidante na taxa de clivagem no segundo dia de cultivo.  

 Avaliar o efeito antioxidante na taxa de blastocistos no sétimo dia de cultivo. 
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4. METODOLOGIA  

 

4.1 Delineamento Experimental 

 

Foram avaliadas duas concentrações do suplemento de amora no meio de maturação in 

vitro de oócito da espécie bovina. Os oócitos foram distribuídos entre os grupos 

experimentais: Grupo G1 com 70 oócitos (Meio de maturação in vitro com a adição de 0,5 

mg/ml de amora); Grupo G2 com 68 oócitos (Meio de MIV com adição de 0,25 mg/ml de 

amora); e Grupo Controle G3 com 65 oócitos (Meio de MIV com adição de β-mercaptoetanol 

(Sigma-Aldrich), melatonina (Sigma-Aldrich) e insulina-transferrina-selênio (ITS) (Gibco 

Life Tecnology – concentrado 100 vezes), num total de 5 experimentos durante o trabalho. 

Foram avaliadas as taxas de clivagem e formação de blastocistos nos dias 2 e 7, do 

desenvolvimento embrionário, respectivamente. 

 

4.2 Obtenção dos Ovários 

 

Os ovários foram obtidos em abatedouro frigorífico local. Os ovários foram coletados 

logo após o abate, lavados em PBS e acondicionados em frasco com solução salina (0,9% 

cloreto de sódio) à temperatura de 30 a 35°C e transportados até o Laboratório de Fecundação 

in vitro do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Pará dentro de um 

período máximo de duas horas para a realização da punção folicular. 

 

4.3 Recuperação e Seleção dos Complexos Cúmulos-oócitos  

 

De acordo com a metodologia do Laboratório de Fecundação in vitro da Universidade 

Federal do Pará em 2019 (Lab FIV - UFPa), os folículos antrais de 2 a 8 mm foram 

puncionados utilizando-se agulhas 40x12 e seringas de 10 mL, sendo o fluido folicular obtido 

depositado em tubos de 15 mL. Terminada a aspiração, os tubos foram centrifugados por 5 

segundos de forma que houvesse a separação do sobrenadante e do pellet onde se encontram 

os CCOs (Complexos Cumulus oophurus). A porção líquida foi desprezada e o sedimento foi 

transferido para uma placa de Petri estéril de poliestireno de 60 mm de diâmetro. O 
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rastreamento dos CCOs foi realizado com auxílio de lupa estereomicroscópica. Os CCOs com 

citoplasma homogêneo, sem vacúolos ou grânulos escurecidos e que apresentavam células do 

compactas e refringentes foram lavados e selecionados em TALP Hepes acrescido 10% de 

SFB (v/v), e antibióticos. 

 

4.4 Maturação in Vitro (MIV)  

 

Os CCOs foram lavados e incubados, em meio de MIV de acordo com os grupos 

experimentais (0,5 mg/ml amora; 0,25 mg/ml amora e TCM 199 suplementado com 

bicarbonato de sódio, 10% SFB (v/v), FSH, LH, piruvato, antibióticos, EGF). A incubação foi 

feita em placas de Petri com gotas de 100 μL de meio (10 a 13 CCOs por gota) sob óleo 

mineral estéril, em estufa de cultivo com 5% de CO2, 20% de O2 e 75% de N2 sob atmosfera 

úmida e temperatura de 38,5°C por um período de 24 horas. 

 

4.5 Fecundação in Vitro (FIV) 

 

Após a MIV, ainda de acordo com o Lab FIV, para a fecundação in vitro foi utilizado 

sêmen congelado de um único touro (Bos indicus). O método de separação dos 

espermatozóides dos crioprotetores e plasma seminal foi o gradiente de densidade descontínuo 

de Percoll. A mini-palheta (500mL) de sêmen foi descongelada em água a 35°C durante 30 

segundos. Em seguida, o sêmen foi depositado sobre a coluna de 800mL de Percoll (gradientes 

de 45 e 90%) e centrifugado (600 giros) durante 7 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o 

pellet lavado por centrifugação durante 3 minutos para remoção dos resíduos de Percoll, em 

800 mL de meio TALP. Após as lavagens, a concentração espermática foi determinada, com 

auxílio de uma câmara de Neubauer, e ajustada para 2x10
6
 sptz/mL. Os espermatozoides foram 

colocados nas gotas (80 mL) de meio de fecundação (TALP, suplementado com heparina, 

penicilamina, hipotaurina, epinefrina e BSA), junto com os CCOs (10 a 13 por gota). Oócitos e 

espermatozoides permaneceram co-incubados nas mesmas condições citadas para a MIV por 

um período de aproximadamente 24 horas. 
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4.6 Cultivo in Vitro (CIV) dos embriões 

 

Em seguida, no Cultivo in vitro de acordo com o Lab FIV, os prováveis zigotos foram 

submetidos a sucessivas pipetagens para retirada das células do cúmulus restantes e dos 

espermatozoides aderidos à zona pelúcida e então foram transferidos para gotas de cultivo, 

onde permaneceram por sete dias. O desenvolvimento embrionário foi realizado em um 

sistema de co-cultivo dos embriões com as células da granulosa que aderiram a placa durante 

a MIV. O meio de cultivo utilizado foi o Sintetic Oviductal Fluid (SOF) suplementado com 

10% de SFB, 1mM de glicose, 10μg/mL de insulina, 6mg/mL de BSA, 80μg/mL piruvato e 

gentamicina. 

 

4.7 Análises Quantitativa do Desenvolvimento Embrionário 

 

A avaliação quantitativa do desenvolvimento embrionário foi realizada no segundo dia 

de cultivo, mediante a contagem das taxas de clivagem e no sétimo dia de cultivo, através da 

taxa de formação de blastocisto. Todas as análises foram feitas sob observação utilizando lupa 

estereomicroscópio, conforme Sociedade Internacional de Transferência de Embriões - IETS 

(STRINGFELLOW & SEIDEL 1998). 

 

4.8 Análise Estatística 

 

Ao final de todas as repetições os valores percentuais médios das taxas de 

desenvolvimento embrionário foram submetidos à análise de variância (ANOVA), com o pós-

teste de Tukey, adotando-se o nível de significância de 5%, com auxílio do programa 

SigmaPlot®.
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5. RESULTADOS  

 

As análises das taxas de produção de embrião demonstraram que não houve diferença 

significativa entre os grupos com diferentes concentrações do suplemento de extrato de amora 

miúra (p>0,05). Conforme demonstrado no quadro abaixo, onde são mostrados valores em 

média ± desvio padrão. 

 

Tabela 1: taxa média de clivagem e taxa de embrião em concetrações diferentes de amora miura 

 

No segundo dia após a FIV, em que foi analisado a taxa de clivagem, os resultados não 

demostraram diferença significativa entre os grupos experimentais com as diferentes 

concentrações de extrato de amora miúra na produção in vitro de embrião (p>0,05). 

Referindo-se agora a taxa de produção de blastocisto no sétimo dia de cultivo também 

não houve diferença significativa entre os tratamentos de diferentes concentrações de amora 

miúra em relação ao grupo controle (G3) (p>0,05). 

 

  

 Oócitos (n) Taxa de clivagem (D2) 

% 

Taxa de embrião (D7) 

% 

Embrião/Clivagem 

% 

G1 70 79,605±8,532 27,522±3,295 34,746±4,737 

G2 68 70,757±18,217 

 

22,922±12,784 

 

34,509±21,250 

 

G3 65 77,996±6,841 

 

33,541±12,947 

 

41,707±13,293 
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6. DISCUSSÃO 

 

Como observado nos resultados, não houve diferença significativa em relação ao 

grupo controle com antioxidantes já utilizados na produção in vitro de embrião. Contudo, a 

utilização do suplemento amora miúra demonstrou ser uma fonte alternativa de moléculas 

antioxidantes na produção in vitro, por ser um suplemento alimentar comercialmente 

acessível, de custo não elevado e facilmente encontrado em farmácias populares, sendo assim, 

um pote com 30 cápsulas de 500mg que possui um valor médio 30 reais, é estimado que a 

utilização deste reduz cerca de 3000% os custos comparados ao meio padrão do Lab. FIV. 

Pelo fato de não podermos afirmar qual a composição exata do suplemento mesmo 

com pesquisas feitas com o extrato do fruto, nem a sua procedência ou grau de pureza de cada 

componente, ainda assim, foi utilizado de modo alternativo na Produção in vitro de embrião, 

para se ter conhecimento sobre os seus efeitos. E como citado na literatura, os componentes 

principais da amora miúra, separadamente, interagem com as células e tem influência sobre a 

PIVE (SIRARD, 2001). E como os resultados não mostram que foram inferiores, sugere então 

bloqueios de radicais livres e assim a diminuição de estresses oxidativos. 

Um dos fatores que pode ter influenciado em tal resultado é a concentração de amora 

utilizada no trabalho, que pode não ter sido suficiente a ponto de proporcionar um aumento na 

produção de enzimas antioxidantes e assim ter influência na quantidade de embriões 

produzidos.  

A presença de moléculas antioxidantes como zinco, selênio e o ácido ascórbico 

presentes na amora miúra estão relacionadas à eficiência dos processos de maturação in vitro 

de oócitos bovinos (CARNEIRO et al., 2003), apesar do fato de alguns dos CCOs não 

responderem adequadamente devido a variação da competência oocitária (SIRARD et al., 

1998). Apesar de os CCOs terem apresentado sinais de maturação oocitária (expansão das 

células da granulosa), não foi avaliado neste trabalho a influência do complexo antioxidante 

de amora no processo de capacitação do oócito, assim como a taxa de maturação. Logo, 

outras análises, como a expressão dos genes das enzimas antioxidantes e avaliação de 

marcadores de maturação podem ser utilizadas para melhor avaliar o papel do suplemento de 

amora durante a maturação in vitro. 
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Logo, para avaliar melhor o efeito do antioxidante no embrião, sugere-se colocar o 

suplemento também no Cultivo in vitro dos embriões, onde diversos trabalhos na literatura 

relatam a utilização das moléculas antioxidantes presentes na amora miúra separadamente, 

onde cada um agiria em uma cascata de ação enzimática para controle do balanço oxidativo 

celular (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; PRASAD, 2003). Neste trabalho tais moléculas 

foram utilizadas de forma conjunta, entretanto não podemos afirmar que o uso sinérgico delas 

pode ter influenciado nas taxas de produção ou levado a uma pró-oxidação parcial.  

Em laboratório, a adição de ácido ascórbico em meio de cultura resultou no aumento 

da competência do desenvolvimento do embrião (TATEMOTO et al., 2001), também 

demonstraram em ratos e camundongo prevenir apoptose folicular, e em camundongos a 

melhora na produção de blastocistos (EPPIG et al., 2000; TILLY et al., 1995), além de 

prevenir a apoptose de células da granulosa (MURRAY et al., 2001).  

Apesar de ainda não muito claro sobre o papel do zinco como antioxidante, estudos 

relatam que danos ao DNA de células do cumulus diminuíram significativamente na presença 

do zinco na MIV (PICCO et al., 2010), e que suplementação do meio com Zn antes do 

estresse oxidativo leva a proteção desses danos ao DNA e à morte celular. (KOH et al., 1996; 

EMONET-PICCARDI et al., 1998; CHIMIENTI et al., 2001). Em contrapartida, foi relatado 

que na deficiência de zinco houve um aumentou de proteínas oxidativas e danos ao DNA em 

ratos e macacos (TAYLOR et al., 1988; OLIN et al., 1999).  

Os antioxidantes presentes no grupo da amora miúra participam das mesmas vias dos 

antioxidantes presentes no grupo controle positivo, o que pode explicar os resultados 

parecidos. O selênio, que é dos componentes do suplemento, faz parte da composição da 

enzima Glutationa Peroxidase, e que é um excelente protetor de membrana, além de auxiliar 

na maturação do folículo ovariano e, in vivo funciona como protetor de embrião (SMITH & 

AKINBAMIJO, 2000).  

Diversos trabalhos na literatura relataram que o selênio, quando usado na dieta de 

vacas doadoras em programas de PIVE, acarreta em maior quantidade oócitos viáveis e em 

total aspirado, além de maior qualidade de embriões e blastocistos expandidos. (MATAVELI 

et al., 2012). A ausência de selênio acarreta na não formação de selenoproteínas, que iriam 

formar as GPX (BURK et al., 1995). O beta-mercaptoetanol, presente no grupo controle 

positivo, também participa da composição da glutationa peroxidase, que é um composto 
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presente em atividades celulares além da proteção contra estresses oxidativos. (MEISTER & 

ANDERSON, 1983; LUBERDA, 2005; RAUSSEL & TARIN, 2005).  

Durante a maturação de oócitos, uma quantidade de glutationa reduzida foi 

importante para a proteção do embrião até o estágio de blastocisto e para a expansão das 

células do cumulus (HO, 2004; FURNUS et al., 1998), levando a melhora no 

desenvolvimento e na qualidade desses embriões (DE MATOS et al., 1996; FURNUS et al., 

2008), especialmente em concentrações adequadas (PICCO et al., 2010). 

Então, outras análises podem ser feitas tanto com a amora miúra, ou com meios 

utilizando os antioxidantes simultaneamente, para se ter mais conhecimentos das suas 

interações com as células. 
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7. CONCLUSÃO 

A adição do suplemento de amora miúra não demostrou ser efetiva em melhorar as 

taxas de clivagem e de blastocistos. Entretanto, o suplemento demonstrou ser um substituto 

viável a utilização dos antioxidantes padrões utilizados na rotina de PIVE, tendo em vista que 

os resultados não demonstraram diferenças significativas em comparação ao grupo controle. 

Portanto, outras análises para se avaliar a qualidade dos embriões produzidos e a utilização de 

concentrações diferentes do extrato de amora devem ser realizadas para tentar entender 

melhor qual papel da utilização desse suplemento antioxidante na PIVE.  
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