
  

  

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA 

PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS VETERINÁRIAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SORAIA RAGE REZENDE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efeito do uso do resveratrol associado à nanopartículas de silíca durante a maturação in vitro 

de ovócitos bovinos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uberlândia 

2020 



  

  

SORAIA RAGE REZENDE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efeito do uso do resveratrol associado à nanopartículas de silíca durante a maturação in vitro 

de ovócitos bovinos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao programa de pós-

graduação em Ciências Veterinárias, da Faculdade 

de Medicina Veterinária da Universidade Federal de 

Uberlândia, como requisito parcial à obtenção do 

título de mestre em Ciências Veterinárias. 

 

Área de concentração: Produção animal 

 

Orientador (a): prof. Dra. Ricarda Maria dos Santos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uberlândia 

2020 



  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

  

 



  

  

https://www.sei.ufu.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=2149070&inf ra_siste… 5/2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.sei.ufu.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=2149070&infra_siste


  

  

AGRADECIMENTOS 

 

À Deus, pelo dom da vida, sabedoria, coragem e por nunca ter me deixado faltar 

forças para correr atrás dos meus sonhos.        

A minha família, em especial meus pais, minha Vó e meu Vô que sempre fizeram dos 

meus sonhos os deles e são meu suporte e exemplo de coragem, determinação e fé, sem vocês 

eu não teria chegado a lugar nenhum.  

A Universidade Federal de Uberlândia e todo seu corpo docente, que sempre me 

incentivou a buscar conhecimento. 

A equipe do laboratório de reprodução animal da UFU, em especial a Graciele e 

Mayara, Kely e todos os alunos de graduação que contribuíram para a realização do projeto, 

sem a ajuda e conhecimento de vocês nada seria possível. 

A Professora Dra. Ricarda Maria dos Santos, por quem tenho grande respeito e 

admiração agradeço pela oportunidade e pela confiança depositada em mim. 

À equipe do Frigorifico Luciana pela colaboração e pela disponibilidade de coleta de 

material para que o experimento pudesse ter sido realizado. 

Aos amigos que sempre me deram força para que eu nunca desistisse dos meus 

sonhos. Aqueles que estão do meu lado há muito tempo, Paula, Amanda Lima, Mayra, 

Gabriela, Kamila, Oglênia, que me acompanham e estão do meu lado desde a época da 

graduação e também aqueles que tiveram o privilégio de conhecer durante o mestrado, 

Roberta Braz, Raphaella, Carol e tantos outros que fizeram com que a caminhada até aqui 

fosse mais leve, não tenho palavras para expressar o carinho que tenho por vocês.   

Em falando de amigos não poderia deixar de citar aqueles que se tornam nossa família. 

Kalita Michelle, minha irmã de coração e toda sua família, Regina, Dida, Elen, Vó Celina, Vó 

Nilda, Vô Euripedes essa conquista não é só minha, é de todos vocês que nunca desistiram de 

estar do meu lado.  Muito obrigada pelo carinho que sempre tiveram por mim. A Aline e 

Sidão que também sempre fizeram parte dessa família.   

À coordenação de Aperfeiçoamento de pessoal de nível superior (CAPES) pela bolsa 

de estudos concedida.  

 

 

 

 

 



  

  

RESUMO 

 

Durante a produção in vitro de embriões, a maturação ovocitária pode ser influenciada pelo 

estresse oxidativo. Assim, é importante conhecer os meios para controlar a produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROs). Objetivou-se avaliar o uso do resveratrol associado a 

nanopartículas de sílica durante a maturação in vitro de ovócitos bovinos. Ovários bovinos 

foram coletados em frigorífico comercial e os ovócitos foram distribuídos nos seguintes 

tratamentos durante o processo de maturação: controle, resveratrol 0,5 μM, resveratrol 1 μM, 

resveratrol ligado a nanopartículas 0,5 μM e resveratrol ligado a nanopartículas 1 μM. Foram 

avaliadas as taxas de clivagem e produção de blastocistos, produção de ROs, maturação 

nuclear ovocitária e apoptose celular.  Para mensurar a taxa de produção foram utilizados 789 

ovócitos e a análise de ROs e maturação nuclear através das probes 2',7'- 

dichlorodihydrofluorescein diacetato (DCFDA) e 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI), 

respectivamente, com 130 e 95 ovócitos. A taxa de apoptose celular embrionária foi feita em 

117 embriões, através do iodeto de propídio. A análise estatística foi realizada pelo programa 

Sigma Plot versão 11 e os dados foram considerados significativos quando P < 0,05 

(bilateral). O uso do resveratrol na forma diluída na concentração de 1µM diminuiu a taxa de 

clivagem e de blastocistos e não foi detectada diferença entre os tratamentos em relação a 

produção de ROs, maturação ovocitária e apoptose celular. O resveratrol quando associado a 

nanopartículas de silíca apresenta um melhor resultado para a taxa de clivagem e blastocistos 

em relação a forma diluída na concentração de 1 μM, o que pode estar relacionado a uma 

diminuição da toxicidade do antioxidante, devido a liberação controlada quando o mesmo está 

associado a estes nanomateriais.  

 

Palavras-chave: Antioxidantes. Embriões. Espécies reativas de oxigênio. Estresse oxidativo. 

Produção in vitro de embriões.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

  

ABSTRACT 

 

During the in vitro embryo production, the oocyte maturation may be influenced by oxidative 

stress. This way, it is important to know the means of controlling the production of oxygen 

reactive species (ROs). The aim of this study was to evaluate the use of resveratrol associated 

to nanoparticles of silica during the in vitro maturation of bovine oocytes. We collected 

bovine ovaries in regional slaughterhouses and the oocytes were distributed during the 

maturation process in the following treatments: control group, resveratrol 0.5 μM, resveratrol 

1 μM, resveratrol connected to nanoparticles 0.5 μM, and resveratrol connected to 

nanoparticles 1 μM. We evaluated the cleavage rate and blastocysts production, ROs 

production, oocyte nuclear maturation, and cellular apoptosis rate. To measure the production 

rate, we used 789 oocytes and the Ros and nuclear maturation analysis were made using 

probes 2',7'- dichlorofluorescin diacetate (DCFDA) and 4',6'-diamidino-2-phenylindole 

(DAPI), respectively, with 130 and 95 oocytes. The cellular apoptosis rate was done in 117 

embryos through propidium iodide. The statistical analysis was made using the Sigma Plot 

program version 11, and the data were considered significant with P< 0.05 (bilateral). The use 

of diluted resveratrol at 1µM decreased the cleavage rate of the blastocysts, and there was no 

difference between the treatments at ROs production, oocyte maturation and cellular 

apoptosis. The resveratrol shows better results when associated to silica nanoparticles at the 

cleavage rate and blastocysts related to its diluted form at 1μM concentration, which may be 

associated to a decrease of the toxicity of the antioxidant because of the controlled release 

when it is associated to these nanomaterials. 

 

Keywords: Antioxidants. Embryo. Reactive oxygen species. Oxidative stress. In vitro 

production of embryos.  
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1 INTRODUÇÃO       

 

 As biotecnologias têm sido usadas cada vez mais para aumentar a eficiência 

reprodutiva de animais geneticamente superiores e também modificar em um curto espaço de 

tempo, o cenário de seleção animal (COUTO et al., 2017). Entre elas destaca-se a produção in 

vitro de embriões (PIVE), utilizada para aumentar o uso de ovócitos, pois é possível coletar os 

ovócitos imaturos ainda no ovário, maturá-los, fertilizá-los e cultivá-los in vitro até o estádio 

de blastocisto (CHAVES et al., 2010). O Brasil se destaca na PIVE, ocupando um lugar de 

destaque no ranking mundial (VIANA et al., 2018). Diante disso torna-se cada vez mais 

importante buscar medidas para aprimorar os resultados da PIVE (VIANA et al., 2018; 

GONÇALVES e VIANA, 2019).  

Entre as vantagens da PIVE comercial estão: diminuição do intervalo de gerações, 

produção de um grande número de embriões por vaca e observação de eventos biológicos que 

ocorrem durante o desenvolvimento embrionário inicial (GOTTARDI e MINGOTI, 2009). 

Para que a PIVE tenha sua eficiência máxima é preciso ter conhecimento dos fatores que 

interferem nas suas etapas, sendo estas: maturação ovocitária, fecundação na qual são 

determinantes os procedimentos de capacitação dos espermatozoides e o cultivo in vitro, em 

que as necessidades do embrião devem ser atendidas para seu desenvolvimento até o estágio 

de blastocisto (THOMPSON, 2000). 

Somente 25 a 40% dos ovócitos submetidos à etapa de maturação (MIV) são 

competentes para o desenvolvimento até o estágio de blastocisto, o que se torna um entrave 

para a produção in vitro de embriões (FARIN et al., 2007).). Entre os fatores que influenciam 

essa etapa cita-se a alta tensão de oxigênio associada à interferência de luz, temperatura e 

ausência de antioxidantes naturalmente presentes no fluido folicular (WANG et al., 2002).  

Assim, a produção de espécies reativas de oxigênio (ROs), e, portanto, o estresse oxidativo 

está relacionado à baixa eficiência da maturação ovocitária e desenvolvimento embrionário 

(AGARWAL, GUPTA e SHARMA, 2005). Além disso, apesar da técnica da PIVE estar 

consolidada a qualidade dos embriões produzidos in vitro ainda é inferior aos produzidos in 

vivo, com taxas de produção dos protocolos usuais não ultrapassando 40%. Assim torna-se 

importante buscar cada vez mais ferramentas para incrementar os resultados, para com isso 

fazer com que os embriões produzidos in vitro tenham o potencial de sobrevivência próximo 

dos produzidos in vivo (VIANA et al., 2012). 
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A tensão de oxigênio está ligada ao estresse oxidativo, o qual pode ser amenizado com 

o uso de antioxidantes, definidos como qualquer substância que retarda ou previne a oxidação 

de determinado substrato. São importantes por converter as espécies reativas de oxigênio em 

água, prevenindo assim a superprodução das mesmas (LUZ et al., 2011).  

Os antioxidantes são classificados como enzimáticos ou naturais (superóxido 

dismutase, glutationa, glutationa redutase, glutationa peroxidase, catalase), sendo o primeiro 

sistema a agir nas espécies reativas de oxigênio, ou não enzimáticos (ácido ascórbico, α-

tocoferol, zinco, selênio, carotenoides), que reduzem as lesões induzidas pelas espécies 

reativas de oxigênio (AGARWAL et al., 2005; RIBEIRO et al., 2005; RUDER et al., 2008). 

O resveratrol está ligado a diminuição na produção de ROs, reduzindo assim o 

acúmulo de produção das mesmas. Esta diminuição ocorre diretamente ou por atuação nas 

vias de sinalização que produzem estes radicais livres (LOPEZ-VELEZ et al., 2003). 

As nanopartículas podem ser usadas em diversas áreas da saúde e em aplicações como 

biosseparação, adsorção, catálise, liberação controlada de fármacos, marcadores químicos, 

hormônios, peptídeos, corantes, cosméticos entre outros (SHEN et al., 2014), e 

especificamente, as de sílica tem se destacado na última década em relação ao seu uso como 

carreadoras de medicamentos (VAZQUEZ et al., 2017). Entre as características da 

nanopartícula de sílica estão: alta área específica, volume de poros grande, alta estabilidade 

mecânica e química e serem biodegradáveis (VALLET-REGI et al., 2007; SLOWING et al., 

2007). Seu uso associado ao resveratrol se torna interessante pelo armazenamento do 

antioxidante e liberação controlada do mesmo (ANDERSON et al., 2004). Assim o uso do 

resveratrol ligado às nanopartículas de sílica é uma das ferramentas que pode ser utilizada 

para aprimorar o resultado da PIVE (LONERGAN et al., 2000).  

 

2 OBJETIVO 

 

Objetivou-se com este trabalho avaliar os efeitos das diferentes concentrações de 

resveratrol na forma diluída (0,5µM; 1µM) e sua associação a nanopartículas de silíca (0,5µM 

e 1µM) durante a maturação in vitro de ovócitos bovinos, em relação a taxa de clivagem e 

formação de blastocistos, produção de espécies reativas de oxigênio, maturação nuclear 

ovocitária e apoptose celular embrionária.  
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3 REFERÊNCIAL TÉORICO 

 

3.1 PROCESSOS DA PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES  

 

 A PIVE compreende três etapas: maturação, fecundação e cultivo in vitro, as quais 

devem ocorrer de forma sincrônica para que o processo tenha bons resultados (COUTO et al., 

2017). Durante a maturação ovocitária nuclear e citoplasmática ocorrem os eventos para que o 

ovócito expresse seu máximo desenvolvimento após a fecundação (CROCOMO et al., 2012). 

Entre estes eventos estão cascatas de ativação e inibição de enzimas, hormônios e fatores de 

crescimento (CASTRO; PAULO e HANSEN, 2007). 

Para que a maturação in vitro seja iniciada, o fluido folicular é aspirado dos ovários 

vindo de abatedouros ou in vivo por punção ovariana, sendo que após a retirada do folículo, os 

ovócitos retomam espontaneamente a meiose pela perda de comunicação celular entre as 

células do complexo cumulus-oócito (COCs) e também pelo bloqueio da ação dos fatores 

inibidores presentes nas células foliculares (GOTTARDI e MINGOTI, 2009).  

A etapa de maturação nuclear envolve a progressão da meiose a partir do diplóteno da 

prófase 1, designado morfologicamente como vesícula germinativa, até a metáfase II, sendo 

que os ovócitos completam a sua maturação nuclear e citoplasmática em 18 a 24 horas 

(GOTTARDI et al., 2012). Entre as mudanças que ocorrem durante a maturação nuclear 

estão: condensação dos cromossomos, quebra da vesícula germinativa e extrusão do 1° 

corpúsculo polar (GOTTARDI e MINGOTI, 2009). Além da maturação nuclear também 

ocorrem alterações relacionadas a maturação citoplasmática, as quais envolvem rearranjo de 

organelas, síntese de proteínas e mRNA, as quais são determinantes para a fertilização e 

posterior desenvolvimento embrionário (WU et al., 1996). 

Também se pode considerar que a presença das COCs é importante na maturação in 

vitro para que o ovócito atinja competência para ser fecundado e se desenvolver, pois o grau 

de expansão da COCs está relacionado com uma maior taxa de clivagem em relação aos 

ovócitos sem as células do cumulus ou com o cumulus compacto (GUTNISKY et al., 2007). 

A expansão das COCs na maturação ovocitária se torna importante pela secreção de 

fatores que promovem o crescimento, desenvolvimento e a competência de desenvolvimento 

do ovócito, como pela remoção dos componentes supressores do desenvolvimento 

embrionário (HASHIMOTO et al., 1998). 
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O efeito benéfico das células do cumulus durante a maturação in vitro foi mostrada 

quando se comparou complexos cumulus-oócito, ovócitos desnudos e ovócitos desnudos 

cocultivados com células do cumulus em suspensão, pois quando há o acoplamento entre os 

ovócitos e as células do cumulus há uma maior porcentagem de blastocistos e eclosão em 

relação à ovócitos desnudos e aos cocultivados com células do cumulus em suspensão, 

demostrando assim que o COC é essencial para aquisição da competência do ovócito e o 

desenvolvimento embrionário inicial (GOTTARDI et al., 2012). 

Após a finalização do processo de maturação nuclear e citoplasmática o ovócito se 

torna apto a ser fecundado, sendo que durante a FIV é importante avaliar aspectos como o 

preparo do sêmen e indução da capacitação espermática (COELHO et al., 2000). 

Posteriormente, durante o cultivo in vitro se dá o desenvolvimento do ovócito fertilizado até o 

estágio de blastocisto e durante esta etapa fatores intrínsecos e extrínsecos como meios de 

cultivo, condições de temperatura e atmosfera gasosa interferem no processo (NAGAI, 2001). 

 

3.2 ESTRESSE OXIDATIVO E PRODUÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 

 

Um dos fatores que influência o processo de maturação ovocitária e consequentemente 

produção e qualidade embrionária nas etapas seguintes é o estresse oxidativo. Em condições 

fisiológicas existe a produção de ROs, as quais estão equilibradas com a quantidade de 

antioxidantes. Quando há uma liberação excessiva de ROs ocorre o estresse oxidativo e 

consequentemente injúrias celulares (ANDRADE et al., 2010). 

Pode-se definir ROs como todos os radicais e não radicais derivados do oxigênio que 

possuem a capacidade de reagir com os compostos que estejam próximos. Compostos são 

consideradas agentes oxidantes ou agentes redutores, quando são considerados receptores e 

doadores de elétrons e possuem como principal local de produção a mitocôndria (AGARWAL 

et al., 2005). 

Durante o processo de fosforilação oxidativa ocorre o transporte de elétrons através 

das reações de reduções oxidativas (REDOX), que vão se ligar a uma molécula de oxigênio. 

Em situações normais, o oxigênio é convertido em água e a energia armazenada é usada para 

produção de ATP. Porém, fisiologicamente durante este processo uma pequena quantidade de 

oxigênio consumido pela mitocôndria é convertida em ROs no lugar da água (DOWNLING e 

SIMMONS, 2009). Assim, é normal a produção de uma quantidade mínima de ROs, 

exercendo um papel importante no funcionamento do organismo, por serem responsáveis pelo 

transporte de elétrons na cadeia respiratória e atuar como moléculas sinalizadoras. Este efeito 
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benéfico se torna prejudicial quando ocorre uma produção anormal de ROs e diminui a 

liberação de agentes antioxidantes. Entre os ROs estão: radical ânion superóxido (O2), 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (OH
-
) (DOWNLING e SIMMONS, 2009). 

O sistema de defesa antioxidante possui duas classificações: a que atua como 

detoxificadora do agente antes que ele cause lesão e a que tem a função de reparar a lesão 

ocorrida. A catalase é um dos sistemas de defesa antioxidante, sendo classificada como uma 

hemeproteína citoplasmática produzida pelo corpo que catalisa a redução de H2O2 a H2O e O2. 

Assim, é um dos métodos utilizados para aferição indireta das ROs e consequentemente das 

lesões oxidativas (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).  

Na situação de estresse oxidativo, tanto o sistema reprodutor feminino como o 

masculino vão ser prejudicados, por distúrbios na maturação do ovócito até na gestação e na 

espermatogênese, respectivamente. Além disso, diversos processos fisiológicos podem ser 

prejudicados nesta condição, gerando consequências como peroxidação dos lipídios das 

membranas celulares, danos ao DNA das células da linha germinativa e morte celular por 

apoptose das células da granulosa ou degeneração de gametas e embriões (ANDRADE et al., 

2010; SILVA et al., 2010).  

Dentre estes efeitos a peroxidação lipídica é considerada a que tem efeito mais 

prejudicial, por resultar em alterações celulares irreversíveis, sendo assim uma das principais 

causas da baixa eficiência da maturação ovocitária e cultivo embrionário in vitro, 

comprometendo a qualidade ovocitária e embrionária (LIMA e ABDALLA, 2001). Nesta 

condição, há uma redução de passagem de nutrientes e fatores de sobrevivência para os 

ovócitos, o que impede o seu desenvolvimento (KHAZAEI e AGHAZ, 2017). Durante o 

estresse oxidativo também podem ocorrer alterações estruturais em moléculas como proteínas 

e lipídios, que levam a alterações mitocondriais, bloqueio do desenvolvimento celular no 

embrião, excesso de consumo de ATP e consequentemente apoptose (KARAŞAHİN e 

ARIKAN, 2015).  

Em relação ao processo de maturação ovocitária, alguns autores citam que uma 

mínima tensão de oxigênio, como 5% é benéfica para o processo, enquanto outros trabalhos 

mostram que uma quantidade maior como 20% melhora o desenvolvimento dos ovócitos. 

Hashimoto et al.  (2000) relataram que a tensão de oxigênio de 5% é benéfica para o 

desenvolvimento dos ovócitos em relação a de 20%, assim como Karja et al. (2004). Após o 

processo de fertilização, a atmosfera de 5% de O2 é melhor para o desenvolvimento de 

embriões em relação a de 20% (PABON et al., 1989). Thompson et al. (1990) também viram 
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que durante o cultivo in vitro concentrações reduzidas de tensão de oxigênio em relação a de 

20% aumentam o número de células dos embriões. Assim, acredita-se que a baixa tensão de 

oxigênio está ligada a redução do estresse oxidativo e consequente melhor qualidade e 

desenvolvimento embrionário (FUJITANI et al., 1997). Baseado nas controvérsias presentes 

na literatura ainda são necessários mais estudos para definir os valores de tensão de oxigênio 

que devem ser usadas em cada etapa da PIVE e suas consequências durante o processo. 

 

3.3 AÇÃO DO RESVERATROL  

 

Os antioxidantes presentes no fluido folicular e oviduto protegem os ovócitos e 

embriões do estresse oxidativo in vivo. Assim, durante o processo da produção in vitro em 

embriões, está defesa natural é perdida. Com esta limitação torna-se necessário o uso de 

algumas medidas para que a eficiência desta biotecnologia não seja comprometida. 

O resveratrol é um dos antioxidantes que pode ser utilizado durante a maturação 

ovocitária para diminuir a produção de ROs, porém o mesmo apresenta um efeito dose 

dependente e em concentrações maiores pode se tornar prejudicial para o processo. Uma das 

alternativas para aprimorar o uso do resveratrol é a sua associação com nanopartículas 

(GARCÍA PÉREZ et al., 2012). 

Inicialmente, foi visto que o resveratrol estava relacionado a proteção das plantas 

contra fungos e bactérias e com os estudos posteriores pode-se concluir que a substância 

também possuí atividades antioxidantes, anti-inflamatórias e antitumorais (LANGCAKE; 

CORNFORD e PRYCE, 1979; ITAMI et al., 2015). 

Em relação ao sistema reprodutivo das fêmeas pode ser visto que o resveratrol possui 

ação tanto in vitro como in vivo em diferentes espécies, atuando desde a maturação ovocitária 

até o desenvolvimento final do blastocisto e também na regulação de genes, aumentando por 

exemplo, a expressão do gene ligado a família das sirtuínas, conhecido como SIRT-1, 

presente nas células da granulosa, nos ovócitos e nos blastocistos (ITAMI et al., 2015; 

WANG et al., 2014).  

 Lee et al.  (2010) e Kwaka et al. (2012) ao avaliarem o uso de resveratrol em 

concentração como a de 2,0 μM durante o processo de maturação ovocitária observaram uma 

diminuição na produção de ROs e posteriormente aumento na taxa de formação de blastocisto 

e melhora na qualidade embrionária. 
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A SIRT- 1, ligada ao coativador transcricional de receptor ativado por proliferador de 

peroxissomo gama 1-alfa (PGC-1alfa), está envolvida na regulação positiva de enzimas 

antioxidantes, como a catalase, assim desempenha um papel importante na detecção e 

modulação da condição REDOX, protegendo as células e tecidos que são expostas ao estresse 

oxidativo (HASEGAWA et al., 2008). Também foi relatado que o resveratrol está ligado ao 

aumento da concentração de ATP nos ovócitos, o que leva a ativação da SIRT-1 e ao aumento 

da habilidade de crescimento e desenvolvimento dos mesmos (ITAMI et al., 2015).  

Além de conferir resistência em relação a disfunção mitocondrial, o resveratrol 

também impede a apoptose e aumenta a concentração intracelular de glutationa (ROBB et al., 

2008). Se comparado a outros antioxidantes como a cisteamina e quercetina, o resveratrol se 

torna mais eficiente na redução da produção de ROs e aumento do número de células dos 

embriões, respectivamente (SOVERNIGO et al., 2017). 

A SIRT-1 atua a nível mitocondrial, sendo juntamente com a produção de ATP, 

essenciais para a qualidade e desenvolvimento ovocitário (WAI et al., 2010). Ao comparar o 

tratamento controle com o grupo em que o meio de maturação foi suplementado com 20 μM 

do resveratrol, pode ser visto que o tratamento com o antioxidante aumentou a expressão da 

SIRT-1 e também o número total de células dos blastocistos (TAKEO et al., 2014). Sugiwama 

et al. (2015) também observaram que o resveratrol está ligado ao aumento da concentração de 

ATP nos ovócitos e da expressão da SIRT- 1, aumentando assim o desenvolvimento dos 

mesmos até o estágio de blastocisto. 

Em processos como o de vitrificação dos ovócitos há uma alteração na expressão de 

genes e na epigenética, como a diminuição da expressão da SIRT-1, efeito que pode ser 

revertido quando é adicionado o resveratrol. Também há uma melhora na taxa de formação e 

qualidade de blastocistos com o uso do antioxidante em ovócitos vitrificados, além da 

restauração de genes que tinham sido afetados pelo processo e da metilação do DNA (CHEN 

et al., 2019). 

O resveratrol quando adicionado ao meio de maturação também é responsável pelo 

aumento da secreção de progesterona e diminuição de estradiol pelas COCs, promovendo 

assim a expansão destas células e consequentemente formação de corpúsculo polar (WANG 

et al., 2014). O mesmo, quando utilizado na concentração de 5 µM durante a maturação in 

vitro de ovócitos suínos culminou em uma maior taxa de extrusão do primeiro corpúsculo 

polar, além da menor produção de ROs. Além disso, houve uma maior expressão de genes 

que codificam enzimas antioxidantes como a catalase e superóxido dismutase 1, menor 
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expressão de genes relacionados a apoptose e aumento na taxa blastocisto com adição do 

resveratrol indicando assim uma melhora tanto na qualidade dos ovócitos como no 

desenvolvimento e competência dos blastocistos (WANG et al., 2019). 

Existe também uma forma glicosídica do resveratrol conhecida como “polidatina” que 

pode ser adicionada durante a maturação in vitro para melhorar o resultado da mesma. Foi 

relatado que a concentração de 1,0 µM melhorou o desenvolvimento dos blastocistos, assim 

como o tratamento com o antioxidante aumentou a expressão da SIRT- 1 e diminuiu a 

produção das ROs (KHAN et al., 2017). 

A adição de resveratrol no meio de maturação promoveu maior expansão das células 

do cumulus, o que é necessário para o processo de maturação (WANG et al., 2014). O mesmo 

pode ser visto nos estudos de Lee et al. (2017). Os autores citaram que o tratamento com 

resveratrol levou a uma completa expansão das COCs (grau 4), o que está ligado com uma 

melhor maturação nuclear do ovócito e consequente elevação nas taxas de clivagem, 

formação de blastocistos e de células totais no embrião. Também pode-se observar que o 

tratamento com resveratrol e resveratrol associado com melatonina promoveu uma maior 

expansão das COCs em relação ao grupo controle (LEE et al., 2018). 

A apoptose, considerada a morte programada das células, é marcada por condensação 

da cromatina e fragmentação do DNA. A mesma é importante para eliminar células que não 

são necessárias ou são indesejáveis durante o desenvolvimento embrionário normal, mas não 

é comum de ocorrer no blastocisto (HARDY, 1997; HARDY et al., 2003).  Quando há uma 

redução de 30% no número de células da massa celular interna (MCI) dos blastocistos, há 

risco de não desenvolvimento dos mesmos, pois seu crescimento e o potencial de 

embriogênese é comprometido (TAM, 1988). O estresse oxidativo, é um dos responsáveis por 

este processo. Ao se utilizar antioxidantes durante o processo de maturação há uma 

diminuição dos genes relacionados a apoptose, o que aumenta a eficiência da produção in 

vitro de embriões (KWAKA et al., 2012). Também foi observado por Chan (2011) a relação 

entre o resveratrol e a diminuição da produção de ROs e consequentemente redução do índice 

de apoptose da MCI dos blastocistos.  

O resveratrol, quando utilizado durante a maturação in vitro em pequenas 

concentrações como a de 0,25 µM; 0,5 µM e 2,0 µM aumenta a taxa de formação de 

blastocistos se comparado a concentrações maiores como a de 5 µM e ao grupo controle 

(KWAKA et al., 2012; MUKHERJEE et al., 2014; ZABIHI et al., 2019).  
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Ao se estudar o efeito do resveratrol no meio de maturação ovocitária de cabras pré-

púberes foi visto que a adição do antioxidante melhorou a taxa de desenvolvimento de 

blastocistos, efeito que foi mais evidente nos ovócitos mais desenvolvidos e com melhor 

qualidade (PIRAS et al., 2018). 

Em relação ao número total de células dos blastocistos pode-se observar que o mesmo 

apresentou um aumento mais acentuado quando utilizado o resveratrol em concentrações de 

2,0 µM e 0,5 µM durante a MIV (KWAK et al., 2012; ZABIHI et al., 2019). 

 

3.4 AÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS 

 

 As nanopartículas podem ser consideradas partículas ou material de tamanho inferior a 

100nm, que possuem a capacidade de se ligar a outras substâncias, sendo assim carreadores, 

ou que sejam por si só biologicamente ativa. Assim podem ser utilizadas em diversas áreas 

como a de saúde e pesquisa por controlar a liberação de determinadas substâncias, o que 

reduz a citotoxicidade e também são responsáveis pelo aumento da solubilidade e 

biodisponibilidade (KREUTER, 2007; SHI; GUSTAFSON e MAC KAY, 2014). Diversas 

características como composição, tamanho, forma, revestimento da superfície vão interferir na 

sua ação (WANG et al., 2013; SARIKAYA et al., 2003; HOU, ZHU, 2017).   

As nanopartículas mesoporosas de sílica (poros de tamanho entre 2 e 50 nm) são 

usadas com a finalidade de transporte de medicamentos ou encapsulamento de moléculas 

(HAO; LI e TANG; 2016). Possuem como característica serem biocompatíveis, possuírem 

grande área de superfície e volumes de poros, aumentarem a solubilidade de drogas, a cinética 

de liberação dos fármacos e possuírem alta capacidade de se ligar a outras substâncias 

(SANTOS et al., 2013).  São feitas a partir de um precursor (tetraetilortossilicato ou sódio 

silicato) em meio alcoólico sob condições básicas e com um surfactante (HODALI; 

MARZOUQA e TEKFA, 2016).  

Em relação ao resveratrol o mesmo possui como características ter baixa 

biodisponibilidade e solubilidade, ser instável por sofrer interferência do ar e da luz, além de 

ser facilmente oxidável, o que reduz a sua viabilidade (WANG et al., 2002; KIM et al., 2009). 

Assim, torna-se importante a busca por mecanismos para aperfeiçoar o uso do 

resveratrol, preservando suas atividades biológicas e aumentando sua biodisponibilidade, 

levando-se em conta que o estresse oxidativo decorrente da PIVE não pode ser evitado e que 
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o excesso de produção de espécies reativas de oxigênio pode ser controlado pelo uso da 

suplementação dos meios de cultivo com antioxidantes (TRINDADE et al., 2016). 

O sistema de liberação modificada de antioxidantes como a ligação com 

nanopartículas de sílica pode ser uma opção viável e promissora para aumentar a eficácia do 

uso do resveratrol. As nanopartículas também são responsáveis pela liberação gradativa e 

lenta das substâncias a que estão ligadas, o que se torna interessante para o uso na PIVE, pois 

o uso de antioxidantes em alta concentração pode ser prejudicial ao processo (WANG et al., 

2002).  

 

3.5 MODO DE AÇÃO DAS PROBES DCF, DAPI E IODETO DE PROPÍDEO  

  

 Um método quantitativo que pode ser utilizada para avaliação do estresse oxidativo é 

a probe DCF, o qual se origina do 2',7'- dichlorodihydrofluorescein diacetato (DCFH-DA). O 

DCFH-DA possui como característica ser não fluorescente e atravessar facilmente a 

membrana celular. Ao sofrer o processo de desacetilação por ação de enzimas esterases 

intracelular se transforma em DCFH, que em contato com as ROs forma o DCF, o qual é 

altamente fluorescente e produz uma marcação em verde, sendo que quanto maior o estresse 

oxidativo da célula maior será a emissão da coloração fluorescente. Para ser feita a marcação 

ovocitária com o DCF, os ovócitos são incubados na ausência de luz, em meio contendo 10 

μM da probe por 30 minutos, em 38,5°C e sob 5% de CO2. Em seguida, a leitura das lâminas 

é feita pela microscopia confocal LSM 510 meta, a qual ira quantificar a emissão de ROs. 

(ARANDA et al., 2013; AFRI et a., 2004).  

Em relação a classificação do estágio da maturação ovocitária, a probe que pode ser 

utilizada é o 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI), marcador específico para o DNA ligado a 

região adenina-timina. O DAPI também pode ser relacionado com a citometria de fluxo, 

coloração cromossômica, visualização e quantificação do DNA em histoquímica e 

bioquímica. Para avaliação da maturação ovocitária, o mesmo é responsável pela marcação 

em azul fluorescente da vesícula germinativa, placa metafisária e corpúsculo polar. Para ser 

feita esta avaliação, os ovócitos são colocados em lâmina de microscópio adicionando uma 

gota do meio de montagem FluoroshieldTM com DAPI em seguida é feita a avaliação da 

marcação das estruturas citadas através do microscópio de epifluorescência EVOs®FL 

(KAPUSCINSKI, 2009). 
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 Um dos métodos utilizados para a avaliação embrionária é a marcação com iodeto de 

propídeo. O mesmo é responsável pela marcação de células que estão mortas ou que tem sua 

membrana plasmática danificada, pois o mesmo não é permeável na membrana integra. 

Assim, é possível diferenciar as células viáveis das que estão em processo de degeneração. 

Para ser feita a marcação com o iodeto de propídio os embriões devem permanecer em 

contato com a probe por 15 minutos e posteriormente fixados em paraformol por 15 minutos. 

A leitura da lâmina é feita através da microscopia confocal LSM 510 meta, a qual irá 

quantificar a emissão de fluorescência vermelho pela probe (ASSUMPÇÃO et al., 2002).  

  

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL 
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4.1 REAGENTES 

 

 Os reagentes utilizados neste estudo foram provenientes da Sigma (Sto Louis MO, 

USA).  

 

4.2 LOCAL E ANIMAIS 

 

Os ovários foram coletados de vacas após o abate no frigorífico Luciana, localizado no 

município de Uberlândia, Minas Gerais, Brasil. O transporte ocorreu em garrafa térmica com 

temperatura entre 34°C a 38°C, em um período máximo de duas horas. Após a coleta, os 

ovários foram aquecidos com solução fisiológica a 0.9% para manter a temperatura adequada 

e, posteriormente, conduzido ao Laboratório de Reprodução Animal da Universidade Federal 

de Uberlândia. 

 

4.3 COLETA E SELEÇÃO DE OVÓCITOS  

 

A temperatura dos ovários, ao chegar ao laboratório estava entre 36 e 37°C. Os 

ovários foram lavados por três vezes em NaCl 0,9% estéril e os folículos ovarianos aspirados 

com uso de seringa descartável de 10,0 ou 20,0 mL e agulha 40 x 1,2 (21G). O líquido 

folicular aspirado foi armazenado em tubos tipo corning de 15,0 mL em banho maria a 37°C. 

Após 15 minutos decorrente da aspiração, tempo necessário para que ocorresse a 

sedimentação, iniciou-se o rastreamento dos ovócitos. O pellet foi transferido para placa de 

Petri (100 x 20 mm) e sob estereomicroscópios (15x) foi feita a seleção dos ovócitos de 

acordo com Leibfried e First (1979). Somente os ovócitos classificados como graus I e II 

foram utilizados no experimento (LEIBFRIED E FIRST, 1979). 

 

4.4 MATURAÇÃO IN VITRO  

 

Os ovócitos de graus I e II foram separados aleatoriamente em 1 dos 4 tratamentos: 

controle (sem antioxidantes), resveratrol diluído (0,5 µM), resveratrol diluído (1µM), 

resveratrol ligado a nanopartícula (0,5 µM) e resveratrol ligado a nanopartícula (1µM). Foram 

feitas 17 réplicas durante o experimento, com um total de 789 ovócitos.  

Os ovócitos grau I e grau II foram transferidos para outra placa de Petri de 35 mm, 

onde foram lavados uma vez em meio de lavagem base TCM-199 HEPES e em seguida  

lavados duas vezes em meio base de maturação, de  acordo com Appoloni et al. (2016) com 

adaptações, constituído de base TCM-199 suplementado com 1 mg/mL de BSA, 1 mM de 
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piruvato, 0,5 μg/mL de hormônio folículo estimulante (FSH, Folltropin-V, Bioniche, Ontario, 

Canadá), 5 μg/mL de hormônio luteinizante (LH), 1 μg/mL 17β-estradiol e 100 μM de 

cisteamina. Após a lavagem, os ovócitos foram transferidos para gotas de 100 μL de meio de 

maturação sob óleo mineral e incubados em estufa a 38,5°C em atmosfera úmida contendo 

5% de gás carbônico durante 22 a 24 horas. 

 

4.5 FECUNDAÇÃO E CULTIVO IN VITRO (FIV E CIV) 

 

Para ser realizada a fecundação in vitro foram preparados os meios TALP- SPERM, 

TALP- FERT e o gradiente percoll. Após a maturação, os ovócitos foram lavados em duas 

gotas do meio TALP-FERT ou meio FIV acrescido de amicacina (83 mg/mL), solução de 

piruvato (0,11 mg/mL), PHE (2 μM penicilamina, 1 μM hipotaurina, 1 μM epinefrina), 

heparina (10 μg/mL) e albumina sérica bovina (BSA) livre de ácidos graxos essenciais (6 

mg/mL), passados para a placa de FIV em gotas de 100 μL do mesmo meio TALP-FERT 

seguindo a mesma distribuição da MIV. A placa de fecundação foi colocada na estufa até a 

finalização da capacitação espermática. 

A fecundação foi realizada com sêmen selecionado do mesmo touro para todas as 

réplicas. As palhetas de sêmen foram descongeladas e os espermatozoides submetidos ao 

processo de seleção e capacitação pelo método de centrifugação com gradientes descontínuos 

de Percoll® adaptado de Parrish et al. (1995). Foi depositado em um tubo de 15 mL, 500 μL 

de TALP-SPERM e 500 μL da solução de Percoll 90%, formando assim, a camada de Percoll 

45%. Abaixo da camada de Percoll 45% foi colocado 1 mL da solução de Percoll 90%, 

totalizado assim 2 mL dos gradientes. Após a formação do gradiente Percoll, o sêmen foi 

depositado sobre ele e centrifugado a 2400 rpm por 30 minutos. 

Após a capacitação foram avaliados motilidade, vigor e concentração por contagem 

em câmara de Neubauer, com o auxílio de um microscópio de luz. Foi feita a contagem de 

espermatozoides para determinar o volume de meio TALP-SPERM adicionado ao tubo FIV 

para ajustar a concentração espermática em 100.000 espermatozóides por gota de 100 L, e 

posteriormente, calculada a quantidade de meio TALP-FERT acrescido no sêmen para que 

este se encontrasse na concentração de 25 x 10-6 de espermatozoides/mL, sendo a dose 

inseminante utilizada de 4 μL por gota, considerando assim o dia da FIV como o dia 0 (D0) 

do desenvolvimento embrionário. A fecundação foi realizada na placa de FIV em gotas 

contendo meio TALP-FERT. Os COCs juntamente com os espermatozoides foram levados 

para a estufa por 12 a 18 horas nas mesmas condições da maturação.  
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Para a etapa de CIV, os possíveis zigotos foram desnudos e lavados 3 vezes  em meio 

com base SOF (Synthetic Oviduct Fluid) suplementado com solução de piruvato 

(0,11mg/mL), amicacina (83 mg/mL), BSA livre de ácidos graxos e baixa endotoxina (6 

mg/mL) e soro fetal bovino (2,5%) e transferidos para a placa de cultivo CIV seguindo a 

mesma separação de gotas/tratamento, contendo de 10 a 15 zigotos em gotas de 100 µL do 

meio com base SOF e incubados a 38,5°C em atmosfera úmida contendo 5% de gás carbônico 

durante sete dias. Quarenta e oito horas após a fecundação foi contado o número de estruturas 

que se dividiram (taxa de clivagem) e sete dias depois de avaliado o número de blastocistos 

(taxa de blastocisto).  

 

4.6 AVALIAÇÃO DAS ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO E DA MATURAÇÃO 

OVOCITÁRIA  

 

Após a maturação, os ovócitos foram desnudados mecanicamente (remoção das 

células do cumulus) e foram feitas três lavagens em solução PBS acrescido de BSA (0,4%).  

Após a lavagem, parte dos ovócitos foram incubados na ausência de luz, em meio contendo 

10 μM de 2',7'- dichlorodihydrofluorescein diacetato (DCFDA) por 30 minutos, em 38,5°C e 

sob 5% de CO2 para marcar a produção de ROs. 

Após a marcação com DCF, os ovócitos foram lavados três vezes em PBS e fixados 

em paraformaldeído 4% por 15 minutos em temperatura de 36°C. Após a fixação, foram 

lavados novamente em gotas contendo solução de PBS e colocados em lâmina de microscópio 

adicionando uma gota do meio de montagem FluoroshieldTM com DAPI (Sigma Aldrich, 

F6057). 

A mensuração das espécies reativas de oxigênio foi realizada em 130 ovócitos, por 

meio da microscopia confocal LSM 510 meta e do DCF.  O DCF é caracterizado por ser um 

composto altamente fluorescente, e quando está em contato com as ROs gera uma marcação 

verde nos ovócitos, a qual é quantificada através da leitura da lâmina com os ovócitos corados 

com DCF pela microscopia confocal.  

A avaliação da maturação ovocitária foi realizada em 95 ovócitos por meio da 

coloração DAPI, vista através do microscópio de epifluorescência EVOs®FL. O DAPI é um 

marcador fluorescente que se liga fortemente ao DNA (região adenina-timina), sendo 

responsável pela marcação da vesícula germinativa (presença de um núcleo esférico rodeado 

por uma membrana nuclear e cromossomos descondensados), placa metafásica e corpúsculo 

polar.  
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4.7 AVALIAÇÃO DA INTEGRIDADE DA MEMBRANA PLASMATICA 

  

Para avaliar a integridade da membrana plasmática os embriões no D7 foram lavados 

3 vezes em solução PBS- soro feral bovino, corados com iodeto de propídio por 15 minutos e 

posteriormente fixados em paraformol por 15 minutos. Foram avaliados 117 embriões através 

da microscopia confocal LSM 510 meta e coloração iodeto de propídio, o qual gera uma 

marcação vermelho fluorescente. O iodeto de propídio é responsável por corar o DNA de 

células que estão mortas ou tem sua membrana danificada. 

 

4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 A análise estatística foi realizada por meio do programa Sigma Plot versão 11 (Systat 

Software Inc., EUA). Os efeitos do tratamento nas variáveis vesícula germinativa, metáfase I 

e metáfase II foram analisados pelo teste qui-quadrado ou exato de Fisher. A comparação de 

médias (clivagem, blastocisto, produção de ROs e iodeto de propídeo) foi realizada pelo teste 

de Fisher (LSD). Os dados foram apresentados na forma de porcentagem e média (± erro 

padrão da média) e considerados significativos quando P< 0,05 (bilateral). 

 

5 RESULTADOS 

 

Um total de 789 ovócitos foi submetido ao processo de PIVE. O tratamento com 

resveratrol 1 µM apresentou uma taxa reduzida (P < 0,05) de clivagem em relação aos demais 

grupos. Além disso, os grupos controle, resveratrol 0,5 µM, nanopartícula + resveratrol 1 µM 

e nanopartícula + resveratrol 0,5 µM, apresentaram taxas de clivagem semelhantes (P > 0,05). 

As taxas de blastocistos (% blastocistos / ovócitos) dos grupos controle, resveratrol 0,5 µM, 

nanopartícula + resveratrol 1 µM e nanopartícula + resveratrol 0,5 µM foram similares (P > 

0,05). Entretanto, foi observada uma redução (P < 0,05) na proporção de blastocistos no 

tratamento resveratrol 1µM. Adicionalmente, pode-se observar que a porcentagem de 

produção de blastocistos considerando o número de embriões clivados foi semelhante entre os 

tratamentos (Tabela 1). 
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Tabela 1 - Proporção (média ± epm) de clivagem e de produção de blastocistos (Blas.) nos 

tratamentos de maturação ovocitária utilizando resveratrol (Resv.) e nanopartícula de 

resveratrol. 

Grupos %Clivagem %Blas./Ovócito %Blas./Clivados 

Controle (n=159) 83,1 ± 3,8
B
 39,6 ± 4,1

B
 47,7 ± 4,3

A
 

Resv. 1 µM (n= 155) 47,9 ± 2,8
A
 20,5 ± 2,8

A
 42,7 ± 5,1

A
 

Resv. 0,5 µM (n=158) 81,1± 2,3
B
 31,2 ± 4,8

AB
 39,2 ± 6,2

A
 

Nano + Resv. 1 µM (n=158) 84,5±3,2
B
 40,2 ± 4,6

B
 47,4 ± 5,1

A
 

Nano + Resv. 0,5 µM (n=159) 79,1±4,6
B
 34,5 ± 3,9

B
 5,3 ± 4,9

A
 

A, B 
valores diferem na coluna (P<0,05).   

Controle = sem tratamento 

Resv. 1 µM = resveratrol diluído 1 µM,  

Resv. 0,5 µM = resveratrol diluído 0,5 µM,  

Nano + Resv. 1 µM = nanopartículas de sílica + resveratrol 1 µM,  

Nano + Resv. 0,5 µM = nanopartículas de sílica + resveratrol 0,5 µM.  

Blas = blastocisto 

 

A produção de ROs medida pela intensidade de fluorescência emitida pelo DCF foi 

semelhante entre os tratamentos (P>0,05; Tabela 2).  

 

Tabela 2 - Intensidade de fluorescência emitida pela probe DCF em ovócitos após o processo 

de maturação com os diferentes tratamentos.  

Grupos Intensidade de fluorescência emitida pela probe DCF 

Controle 10,4±3,0
A
 

Resveratrol 1 µM 11,3±2,7
A 

Resveratrol 0,5 µM 7,8±1,9
A 

Nano + Resveratrol 1 µM 8,5±1,9
A 

Nano + Resveratrol 0,5 µM 6,6±1,6
A 

A,B 
valores diferem na coluna (P > 0,05).  

Controle = sem tratamento 

Resv. 1 µM = resveratrol diluído 1 µM,  

Resv. 0,5 µM = resveratrol diluído 0,5 µM,  

Nano + Resv. 1 µM = nanopartículas de sílica + resveratrol 1 µM,  

Nano + Resv. 0,5 µM = nanopartículas de sílica + resveratrol 0,5 µM. 

 

A porcentagem média de ovócitos nas diferentes fases do processo de maturação foi 

semelhante entre os tratamentos (P > 0,05, Tabela 3).  Os ovócitos considerados imaturos no 
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presente estudo foram aqueles em que foi possível visualizar a fase de vesícula germinativa e 

metáfase I (cromossomos altamente condensados e formação de placa metafásica). Já os 

maturos foram aqueles que estavam na metáfase II (placa metafásica e liberação do primeiro 

corpúsculo polar). 

 

Tabela 3 - Porcentagem (média ± epm) de ovócitos nas fases de vesícula germinativa (VG), 

metáfase I (MI), metáfase II (MII) de acordo com os tratamentos após o processo de 

maturação. 

Grupos VG MI MII (taxa de 

maturação) 

Controle 19,04 (4/21)
A 

23,81 (5/21)
A 

57,14 (12/21)
A
 

Resv. 1 µM 14,28 (2/14)
A 

14,28 (2/14)
A 

71,42 (10/14)
A 

Resv. 0,5 µM 27,27 (6/22)
A 

9,09  (2/22)
A 

63,63 (14/22)
A 

Nano + Resv. 1µM 13,33 (2/15)
A 

6,66 (1/15)
A 

80,00 (12/15)
A 

Nano + Resv. 0,5 µM  21,73 (5/23)
A 

17,39 (4/23)
A 

60,86 (14/23)
A 

A,B 
valores diferem na coluna (P > 0,05).  

Controle = sem tratamento 

Resv. 1 µM = resveratrol diluído 1 µM,  

Resv. 0,5 µM = resveratrol diluído 0,5 µM,  

Nano + Resv. 1 µM = nanopartículas de sílica + resveratrol 1 µM,  

Nano + Resv. 0,5 µM = nanopartículas de sílica + resveratrol 0,5 µM. 

VG (vesícula germinativa), MI (metáfase I), MII (metáfase II).  

 

A intensidade de fluorescência emitida pelo iodeto de propídeo foi semelhante (P > 

0,05) entre os grupos avaliados (Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Taxa de degeneração celular (média ± epm) medida pela emissão de fluorescência 

do iodeto de propídeo emitida pelos embriões produzidos a partir dos ovócitos submetidos aos 

diferentes tratamentos de maturação.  

A,B 
valores diferem na coluna (P < 0,05).  

Controle = sem tratamento 

Grupos IP 

Controle 34,1±3,6
A 

Resveratrol 1 µM 30,8±5,0
A 

Resveratrol 0,5 µM 45,2±5,7
A 

Nano +  Resveratrol  1 µM 36,1±3,8
A 

Nano +  Resveratrol  0,5 µM 41,6±4,6
A 
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Resv. 1 µM = resveratrol diluído 1 µM,  

Resv. 0,5 µM = resveratrol diluído 0,5 µM,  

Nano + Resv. 1 µM = nanopartículas de sílica + resveratrol 1 µM,  

Nano + Resv. 0,5 µM = nanopartículas de sílica + resveratrol 0,5 µM. 

 

IP (iodeto de propídeo)
 

 

6 DISCUSSÃO  

 

 No presente estudo o resveratrol utilizado de forma diluída no meio de maturação na 

concentração de 1 µM foi prejudicial para a taxa de clivagem e de blastocistos/ovócitos e não 

houve diferença entre a porcentagem de blastocistos em relação ao clivados. Assim, pode-se 

supor que o efeito prejudicial do resveratrol na concentração de 1 μM ocorre na fase de 

maturação folicular, e uma vez os ovócitos conseguem atingir a maturação e clivar, o 

desenvolvimento embrionário subsequente não é alterada pelo antioxidante. 

Diversos resultados são encontrados na literatura, na qual o uso do resveratrol durante 

a maturação ovocitária está ligado a uma maior taxa de clivagem e de formação de 

blastocistos ou resultados em que a taxa de produção com o uso do antioxidante é semelhante 

ao grupo controle (LEE et al., 2018). 

Algumas das limitações do uso do resveratrol são suas características como baixa 

estabilidade, solubilidade e também a sensibilidade a luz, além de possuir efeito dose 

dependente (KIM et al., 2009). Uma das possíveis explicações para o uso do resveratrol 

associado às nanopartículas na concentração de 1 µM não ter resultado em efeito prejudicial 

no processo de maturação ovocitária seria a sua liberação gradativa no meio de maturação, o 

que reduziu sua possível toxicidade. 

Estudos prévios com antioxidantes associados a nanopartículas reportaram a redução 

da produção de ROs e da degeneração celular na produção in vitro de embriões (REMIÃO et 

al., 2016). Outros estudos envolvendo a área da reprodução e nanotecnologias mostram que 

em ovócitos que estão em fase de desenvolvimento as nanopartículas atravessam a barreira 

protetora das células da teca, camadas celulares da granula e zona pelúcida (HOU e ZHU, 

2017). 

A taxa de clivagem e blastocistos não diferiu entre os tratamentos controle e 

nanopartículas de resveratrol. A concentração de resveratrol associado as nanopartículas ainda 

deve ser adaptada ao processo de maturação ovocitária sugerindo que a semelhança com o 

grupo controle pode estar associada a concentrações insuficientes. Já foi demonstrado que o 



  

29 
 

resveratrol diluído exerce efeitos anti-proliferação e pró-apoptóticos em concentrações mais 

elevadas (SZENDE; TYIHAK e KIRALY-VEGHELY, 2000; KUWAJERWALA et al., 

2002). Também foi reportado que o resveratrol, dependendo da concentração em que foi 

adicionado ao meio de maturação, ocasionou uma inibição competitiva das atividades de 

várias fosfodiesterases, o que levou a um aumento na concentração de cAMP citosólico e o 

nível intracelular de Ca
2+

, e posteriormente, atraso na maturação do oócito (PARK et al., 

2012). 

 Também pode ser visto que a suplementação de resveratrol durante a MIV regula o 

estado bioenergético/redox dos ovócitos e a distribuição citoplasmática das organelas, como a 

proporção de mitocôndrias ativas e a concentração de ATP (PIRAS et al., 2019). 

A produção de ROs avaliada pela intensidade de fluorescência emitida pela sonda 

DCF avalidada em microscopia confocal foi semelhante entre todos os tratamentos após a 

maturação ovocitária. Nos casos em que há uma alta produção de ROs durante a maturação 

ovocitária evidenciada pela marcação com DCF e também pelos níveis intracelulares de 

glutationa, a viabilidade ovocitária pode estar comprometida por alteração na fosforilação 

oxidativa e consequentemente síntese de ATP, além da ocorrência de mudanças citogenéticas 

(HARVEY, 2007). Resultados contraditórios foram observados por outros autores em que o 

uso de antioxidantes em concentrações adequadas durante o processo de maturação in vitro 

resultaram em menor produção de ROs em diferentes espécies, o que foi relacionado a uma 

melhor qualidade ovocitária e embrionária (ZABIHI et al., 2019; KWAK et al., 2012).  

Levando- se em conta que as ROs são produzidas naturalmente como consequência do 

metabolismo celular ou em desordens biológicas, e que quando o oócito é retirado do seu 

ambiente natural a defesa antioxidante é perdida, torna-se importante controlar a produção 

ROs durante a produção in vitro de embriões, avaliando a quantidade em que esta mesma 

proporção não afetara a eficácia desta biotecnologia. Além disso, também deve ser levado em 

consideração que fatores como a tensão de oxigênio durante a MIV estão ligados com o 

estresse oxidativo, que tem como consequência a diminuição intracelular do Ca
2+

, o que 

influência na ativação e fertilização do oócito (GIGLI et al., 2006; BANWELL et al., 2007; 

JIAO et al., 2013).   

Os tratamentos não interferiram na taxa de maturação nuclear. Esses dados sugerem 

que as concentrações de nanopartículas mesoporosas de sílica ainda devem ser ajustadas para 

se observar seu efeito no processo de maturação. Resultado semelhante foi observado por 

Piras et al. (2018), ao estudaram o efeito do resveratrol em diferentes concentrações (1; 2,5 e 
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5 µM), adicionado durante o processo de maturação nuclear ovocitária de gatas. Eles 

concluíram que os tratamentos não alteraram a porcentagem de maturação, porém o uso do 

antioxidante foi eficiente para diminuir o nível de ROs, aumentar a taxa e o número de células 

nos blastocistos. Já Wang et al. (2019) observaram que ao utilizar o resveratrol na 

concentração de 5 µM durante a maturação ovocitária de suínos, houve uma maior taxa de 

extrusão do corpúsculo polar em relação ao grupo controle e ao grupo em que foi utilizado 0,1 

µM. 

Em relação a apoptose celular embrionária, avaliada pela marcação das células pelo 

iodeto de propídio, não houve diferença entre os tratamentos, resultado diferente do 

encontrado por Wang et al. (2019) em que o uso de resveratrol durante a maturação ovocitária 

foi relacionado a uma diminuição na morte programada das células através da regulação de 

genes envolvidos no processo.  

Assim, uma das possíveis explicações para os resultados encontrados no presente 

estudo em relação à emissão de ROs, maturação nuclear ovocitária e apoptose celular 

embrionária para os quais não foi detectado efeito dos tratamentos, seria as concentrações 

utilizadas de resveratrol na forma diluída e associado as nanopartículas, as quais apresentaram 

pouca variação na concentração, diferente de outros estudos que as concentrações de 

resveratrol foram mais distantes uma das outras.  

 

7 CONCLUSÃO 

 

Concluir-se que a suplementação do meio de maturação in vitro com o resveratrol 

diluído na concentração de 1 µM é prejudicial para a taxa de clivagem e de formação de 

blastocistos. 
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