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1. INTRODUÇÃO 

 

 A produção in vitro de embriões (PIVE) bovinos é uma biotecnologia 
reprodutiva amplamente utilizada como uma estratégia de melhoramento 
genético, gerando milhares de embriões anualmente de animais de alto valor 
genético para fins comerciais (BRACKETT et al. 1993). A Maturação in vitro 
(MIV), Fecundação in vitro  (FIV) e o Cultivo in vitro (CIV), são as três principais 
etapas que compreendem a PIVE.   A qualidade dos embriões produzidos in vitro 
é significativamente influenciada pelo microambiente de maturação dos oócitos, 
tornando-os altamente vulneráveis ao estresse oxidativo (GUERIN et al 2001). 

 É descrito na literatura que elevadas concentrações de substratos 
metabólitos que não são produzidos in vivo geram um aumento no processo de 
produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), do mesmo modo que a 
demasiada manipulação sob exposição a luz e submissão a altas concentrações 
de oxigênio aos quais os oócitos são expostos durante a MIV (AGARWAL et al 
2006). Além disso, o desequilíbrio que é gerado com o estresse oxidativo pode 
modificar a expressão de genes que estão envolvidos no controle da interação 
espermatozoide-oócito (AITKEN, 1987; GONÇALVES, 2010), bem como 
ocasionar danos a membrana e ao DNA, induzindo deste modo a apoptose 
celular ou a peroxidação lipídica (TAKAHASHI et al 2012). 

 A fim de compreender os mecanismos celulares e reprodutivos 
correlacionados a maturação oocitária e ao desenvolvimento embrionário, 
diversas pesquisas relatam a utilização de moléculas antioxidantes na 
suplementação do meio de maturação de oócitos in vitro (HYUN et al 2012). 
Resultados positivos tem sido demonstrado, como no caso do resveratrol, que é 
uma molécula antioxidante encontrada em diversas plantas e alimentos como por 
exemplo em sementes de uva (JANG et al 1997). Ademais, o resveratrol possui 
propriedade antinflamatória, bem como, pode influenciar a expressão gênica de 
diversos genes relacionados a síntese de DNA, proliferação celular e apoptose 
(LEE et al 2010). Contudo, este composto possui duas conformações isoméricas: 
cis (Z) e trans (E). Por ser uma molécula fotossensível, sua isoforma trans é 
biologicamente mais estável quando protegida da luz, porém quando exposta, 
sofre um processo de isomerização inviabilizando a sua aplicação comercial 
(TRELA et al 1996). 
 Uma alternativa promissora a esta problemática é a nanoencapsulação do 
resveratrol, a qual, pode resolver as pontuais limitações assegurando a 
estabilidade da molécula e conservando por mais tempo as propriedades 
detalhadas acima (WANG et al 2014).  
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Desta forma, o presente trabalho tem por objetivo avaliar a toxicidade do 
antioxidante resveratrol, nanoencapsulado ou não, na concentração de 2 µM 

frente ao ensaio de expansão das células do complexo cumulus oophorus 
(CCOs). 
 

2. METODOLOGIA 
 
O experimento foi realizado no Laboratório de Biotecnologia do Câncer, 

situado no Campus Capão do Leão, o qual pertence ao Centro de 
Desenvolvimento Tecnológico (CDTec) da Universidade Federal de Pelotas 
(UFPel).  Ovários bovinos provenientes de abatedouro local foram transportados 
até o laboratório em um recipiente térmico. Após a assepsia dos mesmos com 
solução salina a 0,9% previamente aquecida, os folículos entre 2 e 8 mm foram 
puncionados utilizando agulha acoplada a uma bomba de sucção a vácuo. O 
líquido puncionado foi mantido em tubo cônico a 35ºC, lavado com PBS 
(phosphate buffer saline) e filtrado com ajuda de filtro coletor de embriões. Após, 
foram selecionados em lupa estereomicroscópica somente os CCOs classificados 
como grau 1, denominados assim por possuírem o citoplasma homogêneo e no 
mínimo três camadas de células compactas.  

Posteriormente, os COCs selecionados foram lavados em meio de lavagem 
(In Vitro Brasil S/A, São Paulo, Brasil). Os CCOs foram distribuídos em 4 grupos 
contendo de 15 a 20 estruturas, dispostos em gotas 100µl de meio MIV (In Vitro 

Brasil S/A, São Paulo, Brasil), o qual cada gota foi suplementada com uma 
concentração de 2 µM de resveratrol livre, resveratrol nanoencapsulado, 

nanocápsulas de núcleo lípidico vazias e um grupo controle sem tratamento. Em 
seguida, os CCOs foram encubados durante 22 a 24 horas em uma atmosfera 
controlada com 5% de CO2 a 38,5°C para maturação nuclear e citoplasmática.  

Após a MIV, procedeu-se a análise de expansão das células do cumulus 
conforme descrito por MAREI et al (2010). A avaliação se deu através da 
utilização de um microscópio invertido IX 71 (Olympus Co.), e as células foram 
classificadas como não expandidas, parcialmente expandidas e totalmente 
expandidas (Figura 1). Todas as imagens foram obtidas utilizando câmera digital 
DP72 (Olympus Corporation, Shinjuku-ku, Tóquio, Japão) acoplada ao 
microscópio.   

 
Figura 1. Avaliação da expansão das células do complexo cumulus oophurus, 
classificadas como: Não expandidas (A), parcialmente expandidas (B) e 
totalmente expandidas (C).  
 

Para análise estatística foi utilizado a análise de variância Two-way ANOVA 
utilizando o programa GraphPad Prism. Os resultados foram obtidos com valores 



 

 

médios de cada grupo de dados, e o grau de significância estatística para todas 
as análises foi definida em P<0,05. 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Os resultados demonstram que após o período de maturação in vitro o 

grupo controle obteve uma taxa percentual de 7,89% de oócitos que não 
expandiram suas células do CCOs, 86,84% que tiveram uma expansão parcial e 
5,26% uma expansão total. Em relação aos tratamentos, os grupos não 
apresentaram células do CCOs sem expansão, sendo assim, o grupo resveratrol 
livre 2 µM obteve uma taxa percentual de 74,19% de células com expansão 
parcial, 25,80% de expansão total. Já o grupo tratado com nanocápsulas de 
núcleo lipídico vazias 2 µM obteve uma taxa percentual de 79,31% de células 
com expansão parcial e 20,68% de células com expansão total. E o grupo que 
recebeu o tratamento com resveratrol nanoencapsulado 2 µM obteve uma taxa 

percentual de 82,60% de células com expansão parcial e 17,39% de células com 
expansão total.  

Além do resultado demonstrado neste trabalho, é evidenciado por LUCAS 
et al (2017) que altas doses de nanocápsulas de núcleo lipídico não afetam o 
desenvolvimento embrionário bovino in vitro, e BULCÃO et al (2014) 
complementa que os ensaios in vivo também não manifestaram efeitos tóxicos ao 
administrar este tipo de nanocápsula em camundongos.  

 Deste modo, a utilização de moléculas antioxidantes nanoencapsuladas na 
suplementação do meio MIV é uma nova abordagem para liberação controlada 
destes compostos.  Utilizando nanocápsulas de núcleo lipídico, REMIÃO et al 
2016 e LUCAS et al 2015 demostraram aumento das taxas de produção e 
melhora na qualidade oocitária e embrionária após adicionarem melatonina e 
tretinoína, respectivamente, durante a MIV de bovinos.. Contudo, a 
suplementação do meio de maturação de oócitos bovinos in vitro com resveratrol 
nanoencapsulado não demonstra toxicidade sobre os parâmetros avaliados.  
 

4. CONCLUSÕES 
 

A suplementação do meio de maturação de oócitos bovinos in vitro com 
resveratrol nanoencapsulado não demonstra toxicidade sobre a expansão das 
células do complexo cumulus oophurus. Novos testes devem ser realizados a fim 
de serem testados outros parâmetros para garantir a seguridade do uso destas 
moléculas. 
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