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RESUMO 

 

A produção in vitro de embriões (PIVE) se tornou uma técnica bem consolidada. 
Porém a busca por ferramentas vem sendo testada para melhorar os resultados. 
Dentre elas, a utilização do ácido ascórbico que tem se tornado bastante estudado 
por pesquisadores, pois sua função pode ser reduzir o estresse oxidativo, que hoje é 
uma realidade da PIVE. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do ácido ascórbico 
na PIVE, desde a maturação até a eclosão dos blastocistos. O experimento foi 
realizado no Laboratório de Biotecnologia em Reprodução Animal (BIOTEC) da 
Universidade Estadual de Goiás. Os ovários foram provenientes de abatedouro local, 
e transportados até o laboratório onde os mesmos foram lavados e então aspirados. 
Foram selecionados apenas oócitos de grau I e II para serem usados na PIVE. Os 
oócitos foram divididos em grupos AAMIV, AAMC e AACIV, e dentre os grupos foi 
utilizado ácido ascórbico em três concentrações (10 µg/mL, 50 µg/mL e 100 µg/mL) 
mais o controle (0 µg/mL ácido ascórbico), submetidos a maturação por 24 horas com 
meio suplementado com ácido ascórbico no grupo AAMIV e AAMC. Na fertilização in 
vitro foram utilizados sêmen de um único touro e partida, com fertilidade conhecida, e 
proveniente de central. Os possíveis zigotos foram cultivados por 11 dias. No cultivo 
foi adicionado ácido ascórbico ao grupo AACIV e AAMC. Todas as etapas foram 
realizadas em estufa de cultivo celular a 38,8ºC e atmosfera gasosa com 5,5% de 
CO2. As análises estatísticas foram realizadas pelo ANOVA, e análise de Bonferroni 
a 5% de significância. A taxa de blastocistos em relação aos clivados (AAMIV², AAMC² 
e AACIV²), se diferiram (p<0,05) entre si. Portanto as concentrações de 10 µg/mL e 
50 µg/mL do grupo AAMIV², foram o que apresentaram os melhores resultados 
(65,23% e 54,50%), comparando entre os grupos com ácido ascórbico. Comparado a 
taxa de clivagem nas demais concentrações de ácido ascórbico dos grupos, AAMC¹ 
na concentração de 10 µg/mL (84,14%), de 50 µg/mL (82,68%), e de 100 µg/mL 
(84,16%), elas se diferem (p<0,05) entre si. A taxa de eclosão de blastocisto no D11 
de cultivo, não apresentou diferença estatística quando comparada entre os grupos. 
Por fim, ainda tem que ser feito mais estudos a respeito do antioxidante ao meio. 
 
Palavras-chave: Antioxidante. Fecundação. PIVE. Reprodução animal. Vitamina C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

The production of embryos in vitro (PIVE) has become a well-established technique. 
But the search for tools has been tested to improve results. Among them, the use of 
ascorbic acid that has become widely studied by researchers, because its function may 
be to reduce oxidative stress, which today is a reality of PIVE. The objective of this 
work was to evaluate the effect of ascorbic acid on PIVE, from maturation to hatching 
of blastocysts. The experiment was carried out at the Animal Reproduction 
Biotechnology Laboratory (BIOTEC) of the State University of Goiás. The ovaries 
came from a local slaughterhouse and transported to the laboratory where they were 
washed and then aspirated. Only grade I and II oocytes were selected for use in PIVE. 
The oocytes were divided into AAMIV, AAMC and AACIV groups, and among the 
groups was used ascorbic acid in three concentrations (10 µg / mL, 50 µg / mL and 
100 µg / mL) plus control (0 µg / mL ascorbic acid). submitted to maturation for 24 
hours with medium supplemented with ascorbic acid in the AAMIV and AAMC group. 
In vitro fertilization was used semen from a single bull and broken, with known fertility, 
and from central. Possible zygotes were cultivated for 11 days. In cultivation, ascorbic 
acid was added to the AACIV and AAMC group. All steps were performed in a cell 
culture greenhouse at 38.8ºC and 5.5% CO2 gas atmosphere. Statistical analyzes 
were performed by ANOVA and Bonferroni analysis at 5% significance. The rate of 
blastocysts in relation to the cleaved ones (AAMIV², AAMC² and AACIV²) differed (p 
<0,05) from each other. Therefore, the concentrations of 10 µg / mL and 50 µg / mL of 
the AAMIV² group were the ones that presented the best results (65.23% and 54.50%), 
comparing between the groups with ascorbic acid. Comparing the cleavage rate in the 
other ascorbic acid concentrations of the groups, AAMC¹ at a concentration of 10 µg / 
mL (84.14%), 50 µg / mL (82.68%), and 100 µg / mL (84, 16%), they differ (p <0.05) 
from each other. The blastocyst hatching rate at D11 of culture did not show statistical 
difference when compared between groups. Finally, further studies on the antioxidant 
have yet to be done. 

 

Key-words: Animal reproduction. Antioxidant. Fertilization. PIVE. Vitamin C.  
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CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS 

1 INTRODUÇÃO 

 

A produção in vitro de embriões (PIVE) é uma biotécnica reprodutiva de enorme 

importância, que vem se estabelecendo no mundo todo, e principalmente no Brasil, 

pois permite o contato entre o espermatozoide e oócito fora do trato reprodutivo da 

fêmea, com a formação de um novo indivíduo (GONÇALVES et al., 2008). No Brasil 

iniciou-se comercialmente em 1998, em um projeto conjunto entra a GERTEC 

embriões, Unesp- Jaboticabal/SP e Beabisa Agricultura (BUENO e BELTRAN, 2008; 

ARRUDA et al., 2006).   

Se tornou a principal ferramenta utilizada pelos criadores no Brasil (VIANA e 

CAMARGO, 2007; STROUD, 2012) por ser a biotécnica de eleição para maximizar a 

quantidade de descendentes dos melhores animais e acelerar o progresso genético 

dos rebanhos (MACHADO et al., 2014). A PIVE associada à aspiração folicular guiada 

por ultrassom, da sigla inglesa ovum pick-up (OPU), viabiliza o aproveitamento de 

animais bastante jovens diminuindo o intervalo de gerações, produzir novilhas de 

reposição apenas de animais superiores e seleção de matrizes (VARAGO et al., 2008; 

GOTTARDI et al., 2012).  

Envolve as etapas de coleta dos oócitos, maturação in vitro (MIV), fecundação 

in vitro (FIV) e o cultivo ou co-cultivo in vitro (CIV) de embriões fora do útero animal 

(VARAGO et al., 2008). 

A PIVE vem possibilitando vários benefícios para a reprodução animal em 

setores científicos, produtivos e tecnológicos (DE BEM et al., 2014; MACHADO et al., 

2012), desenvolvidas a fim de propiciar condições mais adequadas na MIV de 

complexos cumulus (CCOs), capacitação espermática seguida de FIV, e evolução 

embrionário in vitro (VARAGO et al., 2008). 

Entre as dificuldades desta técnica está a necessidade de infraestrutura 

laboratorial, a inconsistência dos resultados referentes à taxa de mórulas e 

blastocistos e o tempo consumido para executar a rotina de PIVE, que vai desde a 

OPU a evolução in vitro de embriões (MIRANDA et al., 2007), além do custo elevado, 

que com o passar dos anos está se tornando mais acessível (HANSEN et al., 2008). 

Nos protocolos de PIVE, a concentração de O2  (Oxigênio) é muito alta (20%), 

(LUVONI et al., 1996), o que aumenta significamente a quantidade de EROs (reactive 



 
 

 

 

 

oxigen species) (GOTO et al., 1993; LUVONI et al., 1996; SOVERNIGO et al., 2017), 

que são altamente deletérias e causam injurias celulares (GUÉRIN et al., 2001; 

ANDRADE et al., 2010), levando em conta que in vivo contém apenas de 3 a 9% de 

O2, sendo então necessário a utilização de antioxidantes na PIVE, visando a redução 

da quantidade de EROs durante a PIVE (MATOS et al., 2002; ANDRADE et al., 2010). 

Porém, poucos estudos têm pesquisado a função do ácido ascórbico na PIVE 

(POZZOBON et al., 2008) 

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da adição de ácido 

ascórbico ao meio de maturação e/ou cultivo, sobre a produção e qualidade de 

embriões bovinos. 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2. 1 PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES BOVINOS 

 

O Brasil ocupa importante posição no mercado de embriões bovinos, por sua 

utilização em grande escala, possuir o maior rebanho comercial do mundo, e ser o 

principal exportador de carne bovina (VIANA et al., 2012; BOLS et al., 2012), além de 

dominar a aspiração folicular e a PIVE (VIANA et al., 2012). 

O progresso da PIVE no Brasil, em questão a América do Sul foi responsável 

por 72,7% em bovinos (IETS, 2014). Mundialmente a transferência de embriões e 

aspiração folicular guiada por ultrassom teve avanço de 16,7%, comparado ao ano de 

2013. O Brasil em particular, produziu 70,8% dos embriões de FIV no mundo durante 

o mesmo período (IETS, 2014). O Brasil ampliou mais de sete vezes a PIVE em 

bovinos entre 2001 (50.000 embriões) e 2013 (366.517 embriões) (KADARMIDEEN 

et al., 2015). Os índices da PIVE retratam a competência do mercado brasileiro em 

programas de OPU e PIVE em larga escala (OIKAWA et al., 2016).  

 A PIVE se apresenta como uma técnica alternativa para incrementar o uso de 

oócitos bovinos (NEVES et al., 2010), tem o potencial de resgatar os oócitos imaturos 

ainda no ovário e cultiva-los in vitro até o estádio de blastocisto, que estarão aptos a 

transferir para a receptoras sincronizadas (CHAVES et al., 2010). 

Porém, ainda há fatores que influenciam o resultado final, como a retirada do 

oócito do folículo, fatores ambientais externos, falhas em alguma das etapas da PIVE 



 
 

(GOTTARDI e MINGOTI, 2009). E com a grande extensão territorial além da distância 

entre a propriedade/laboratório de PIVE, têm limitado a produção in vitro comercial, 

decorrente das condições e o tempo gasto com o transporte dos oócitos até o 

laboratório e dos embriões em transportadores até a fazenda no dia em que for 

transferir (ALVES et al., 2003; TESSMANN et al., 2004). 

           

2.2 ASPIRAÇÃO E SELEÇÃO DE OÓCITOS 

 

A OPU tem função de obter material biológico de animais com elevado valor 

genético (VEGA et al., 2015). É uma técnica que consiste na coleta de CCOs com o 

auxílio de ultrassom para guiar o procedimento de recuperação em animais vivos, 

através da punção folicular ovariana (PONTES, 2009; STROEBECH et al., 2015; 

VIANA et al., 2017). Foi elaborada na década de 80, o que impulsionou a PIVE no 

mundo, recusando assim o método cirúrgico (BOLS et al., 2012). 

Outra importante fonte de oócitos, é por meio de ovários coletados em 

abatedouros, o qual apresenta grande disponibilidade, apesar que algumas vezes se 

encontram um pouco afastado dos laboratórios (SANTOS et al., 2017). 

Os oócitos aspirados do centro dos folículos são de diâmetro de 2 a 8 mm. Os 

oócitos menores de 2 mm não são eficientes para recomeçar a meiose e os maiores 

de 8 mm normalmente se deparam em processo de atresia ou maturação. Os dois 

tipos a viabilidade são prejudicados (GONÇALVES et al., 2008). 

GORDON (1994) relata a vantagem da OPU, na questão de rapidez de 

operação, se tornando importante em unidades ou laboratórios de PIVE. Portanto é 

importante levar em consideração a qualidade, há pouco mérito na rapidez dos 

procedimentos quando resulta em CCOs de qualidade inferior. 

Os oócitos possuem seu potencial de maturação, fertilização e crescimento 

embrionário estimado através da aparência das CCOs, sendo classificados de acordo 

com a morfologia na tentativa de identificar os de maior viabilidade (GONÇALVES et 

al., 2008) 

Segundo GONÇALVES et al. (2008) a classificação dos oócitos é realizada com 

escala gradativa de qualidade de 1 a 4, sendo:  

 Grau I: Cumulus compacto presente, contendo mais de três camadas de 

células. Ooplasma com granulações finas e homogêneas, preenchendo 

o interior da zona pelúcida e de coloração marrom; 



 
 

 

 

 

 Grau II: Cumulus compacto parcialmente presente em volta do oócito ou 

rodeando completamente o oócito, com menos de três camadas 

celulares. Ooplasma com granulações distribuídas heterogeneamente, 

podendo estar mais concentradas no centro e mais claras na periferia 

ou condensadas em um só local aparentando uma mancha escura. O 

ooplasma preenche o espaço do interior da zona pelúcida; 

 Grau III: Cumulus presente, mas expandido. Ooplasma contraído com 

espaço entre a membrana celular e a zona pelúcida, preenchendo 

irregularmente o espaço perivitelino, degenerando, vacuolizando ou 

fragmentando;  

 Grau IV Oócito desnudo sem cumulus. 

 

       Nas primeiras horas de maturação as células do cumulus têm papel efetivo pois 

(HENDRIKSEN et al., 2004), resguardam o oócito do estresse oxidativo (YUAN et al., 

2003). As células do cumulus estão intimamente unidas ao oócito, durante a etapa de 

maturação, são secretados hormônios endógenos, determinados pelo oócito que 

estimulam a síntese de ácido hialurônico pelas células do cumulus, levando a sua 

expansão (GONÇALVES et al., 2008). 

Segundo PALMA (2008), os efeitos benéficos das CCOs sobre a fecundação é 

aumentar o número de espermatozoides fecundantes ao redor do oócito, através de 

atividade quimiotática; estabelecer um microambiente que facilita a capacitação 

espermática e sua penetração, por meio da secreção de fatores e modelação da 

tensão de oxigênio e pH; proteger o oócito de mudanças desfavoráveis, como o 

endurecimento prematuro da zona pelúcida (ZP) que reduzira a penetração 

espermática.         

  A eficiência de suportar os primeiros sete dias de evolução embrionária é 

claramente influenciada pela situação folicular a partir do qual o oócito é obtido, bem 

como a extensão e integridade das células do cumulus (SIRARD, 2017), além de 

oócitos de boa qualidade, com boas características morfológicas que também está 

relacionada (HAZELEGER e STUBBINGS, 1992; WIT e KRUIP, 2001; SIRARD, 

2017). 

          A importância das células do cumulus estarem intactas para a maturação 

oocitária e para o desenvolvimento in vitro não deve ser subestimada (SIRARD, 2017). 



 
 

Três passos são realizados em laboratório após a recuperação e classificação dos 

oócitos: maturação in vitro, fertilização in vitro e cultivo in vitro (THOMPSON, 2000; 

GARCIA et al., 2004; VARAGO et al., 2008). 

 

2.3 MATURAÇÃO IN VITRO (MIV) 

 

A MIV, incide na maturação oocitária, sendo a fase determinante para o 

sucesso da produção in vitro, é onde os oócitos adquirem competência para aguentar 

as próximas etapas do desenvolvimento embrionário (PEREIRA, 2016). Por ser ainda 

inferior a maturação in vivo, a maturação in vitro teve grandes avanços, tendo casos 

de chegar a mais de 90% de sucesso (GILCHRIST, 2004). 

Durante o processo de maturação oocitária, os oócitos sofrem modificações 

nucleares, citoplasmáticas e moleculares, estando ligadas a mudanças estruturais e 

bioquímicas, fazendo com que a célula reprodutiva feminina se torne capaz de ser 

fecundada e concluir sua evolução embrionária (PALMA, 2008; GONÇALVES et al., 

2008; GOTTARD e MINGOTI, 2009; DICKINSON et al., 2016). A maturação concede 

ao oócito expressar seu mais alto potencial de evolução após a fecundação 

(GEBREMEDHN et al., 2016). 

 A maturação nuclear, é marcada pelo rompimento da vesícula germinativa, 

desaparecimento do nucléolo, além da condensação dos cromossomos, expulsão do 

primeiro corpúsculo polar e desenvolvimento do segundo fuso meiótico, com o tempo 

médio de 18 a 24 horas (KIM, 2008; CHAVES et al., 2010). 

A cinética embrionária foi estudada por SIRARD et al. (1989), os tempos 

decorridos em cada fase partindo da MIV foram as seguintes: de 10,3 a 15,4 horas 

em Metáfase I, de 15,4 a 16,6 horas em Anáfase I, de 16,6 a 18 horas em Telófase I, 

momento que ocorre a expulsão do primeiro corpúsculo polar, e de 18 a 24 horas em 

Metáfase II (MII) (VARAGO et al., 2008; MAO et al., 2014), após as 18 horas, 95% 

dos oócitos ou mais apresentam bloqueio em MII entre 22 a 24 horas de cultivo 

(BERTAGNOLLI et al., 2004). 

Depois de maturados, os oócitos permanecem em metáfase II até a fecundação 

ou a ativação partenogenética, provavelmente por ação de razões citostáticos (CSF) 

(BETAGNOLLI et al., 2004). Após a finalização da maturação nuclear e citoplasmática, 

estará apto para ser fecundado e para a evolução do crescimento embrionário 

(ROOVER et al., 2007; AMINI et al., 2016; GEBREMEDHN et al., 2016).  



 
 

 

 

 

Determinados trabalhos comprovaram que oócitos bovinos maturados por 18 

horas procederam em taxas de clivagem e desenvolvimento embrionário parecidos às 

notadas em oócitos maturados por 24 horas. O importante está em não exceder as 24 

horas de MIV, uma vez que oócitos maturados por 32 horas mostraram abundante 

queda no desenvolvimento embrionário após a FIV, provando o efeito prejudicial do 

envelhecimento oocitário sobre as taxas de produção embrionária (GORDON, 1994; 

WEHREND e MEINECKE, 2001). 

As alterações citoplasmáticas são ações complexas, nas quais diversos 

acontecimentos simultâneos sucedem, possuindo alterações na morfologia e no 

remanejamento de organelas e liberação de cálcio (HAFEZ e HAFEZ, 2004; ANGUITA 

et al., 2007). 

Enquanto a maturação molecular consiste no processo de transcrição e 

processamento de mRNAs que serão traduzidos em proteínas pelos ribossomos, 

proteínas as quais estão envolvidas no mecanismo de maturação e nas etapas 

celulares seguintes, tais como fecundação, formação dos pronúcleos e início da 

embriogênese (GONÇALVES et al., 2007; CHAVES et al., 2010). 

A maturação incompleta, impede a fecundação e aumenta caso de polispermia, 

de partenogênese e bloqueia o crescimento embrionário (MINGOTI, 2005; VARAGO 

et al., 2008; GASPARRINI et al., 2008; NEGLIA et al., 2011), foi observado que pode 

ser decorrente de falha na maturação nuclear e/ou citoplasmática (ANCIOTO et al., 

2004, GONÇALVES et al., 2007). 

 Segundo PALMA (2001), dentre os motivos que acometem a MIV dos oócitos 

em desenvolvimento embrionário está a origem dos oócitos. Se estes provem de 

folículos grandes ou pequenos, estado cíclico da fêmea, estado nutricional, saúde e 

integridade do folículo, atresia, dominância, estado sexual, comunicação entre o 

oócito e as células do cumulus, estimulação folicular e condições de cultivo in vitro.  

Existem vários meios de maturação para a PIVE. Vários meios e protocolos 

estão sendo estudados e testados na MIV dos oócitos, como o Synthetic Oviductual 

Fluid – SOF, Ham´s F-12 e o TIssue Culture Medium 199 (TCM199®). Dessa forma, 

o TCM199® é o mais usual entre a maioria dos laboratórios de PIVE (GORDON, 1994; 

PALMA, 2001; GOTTARDI e MINGOTI, 2009). Este meio é modificado de acordo com 

cada laboratório, sendo geralmente adicionado soro fetal bovino (SFB), aminoácidos 

como a L-glutamina, bicarbonato de sódio, vitaminas, lactato, piruvato de sódio, 



 
 

antibióticos, entre outras substâncias próximo as concentrações encontradas no soro 

sanguíneo (GORDON, 1994; GANDHI et al., 2000; SMETANINA et al., 2000; 

MINGOTI, 2005; GONÇALVES et al., 2007; PALMA, 2008;).  

A suplementação com o hormônio folículo estimulante (FSH) e o hormônio 

luteinizante (LH) é de extrema importância, sendo a suplementação de estradiol-17β 

nos meios MIV opcional (VARAGO et al., 2008). Os hormônios LH e FSH 

proporcionam melhor expansão nas células do cumulus, pois o FSH estimula a 

elaboração de estruturas sinalizadoras pelas células somáticas que atraem a volta da 

meiose e facilitam a fertilização (GOTTARDI e MINGOTI, 2009). 

Os princípios proteicos de proveniência animal como o SFB ou BSA (MINGOTI 

et al., 2002), tem apresentado os melhores resultados na maturação oocitária e no 

desenvolvimento dos embriões (CAROLAN et al., 1995; RODRIGUES et al., 2010). 

Todavia, meios contendo SFB ou BSA não apresentam formulação definida e 

possuem componentes como fatores de crescimento, aminoácidos e proteínas que 

variam significativamente entre diferentes partidas e fornecedores (MCKIERNAN et 

al., 1992; GARDNER, 1994; THOMPSON et al., 1995; VARAGO et al., 2008).  

Entretanto, a substituição do SFB na PIVE ainda é um amplo desafio, aceito 

que de modo comum, os meios suplementados com esta fonte proteica ainda são os 

que proporcionam os melhores percentuais de produção embrionária (DUQUE et al., 

2003). 

Nos meios de cultura várias proteínas são adicionadas e desempenham papel 

importante, para a redução da embriotoxicidade do suplemento ou de produtos do 

metabolismo embrionário, fonte básica de necessidades nutritivas do embrião, fonte 

de fator de crescimento, promoção do desenvolvimento direta ou indiretamente do 

embrião através da proliferação das CCOs (ECKERT e NIEMANN, 1995). 

Para se obter sucesso na produção in vitro é necessário a utilização de tampões 

no meio para reduzir as variações do potencial hidrogenionico (pH), que deve 

permanecer entre 7,3 e 7,5 (GOTTARDI e MINGOTI, 2009; MORAES, 2018), além da 

osmolaridade e a composição iônica adequada (GONÇALVES et al., 2002). Portanto 

fora o meio, é necessário o uso de uma estufa que conserve a atmosfera gasosa e 

temperatura controlada e adequada, e até mesmo a manipulação (CAIADO CASTRO 

et al., 2003; GARCIA et al., 2004; GONÇALVES et al., 2007; VARAGO et al., 2008). 

 Tem se tornado objeto de estudo de diversas pesquisas a necessidade de 

desenvolver meios de maturação associados à suplementação com diferentes 



 
 

 

 

 

substancias, como fatores de crescimento e antioxidantes (NANDI et al., 2002; 

SINGHAL et al., 2009; ROCHA-FRIGONI et al., 2016). 

            

2.4 FERTILIZAÇÃO IN VITRO (FIV) 

 

PALMA (2001) descreve a FIV como sendo o procedimento do qual os oócitos 

maduros são cultivados junto com os espermatozoides e fecundados, gerando 

posteriormente o zigoto, que evolui até o estádio de blastocisto (MACHATY et al., 

2012; MELO et al., 2016).  

Para o êxito da FIV esta requer o preparo adequado de ambos gametas, 

masculino e feminino, assim como meios de cultivo e condições favoráveis para que 

ocorra a fertilização (GORDON, 1994). Fatores que podem afetar a taxa de 

fecundação, tais como a dose de sêmen, a diferença entre touros na capacidade de 

fecundar e produzir embriões, variação individual de touros, estes sendo fatores que 

podem interferir na FIV e produção de embriões (WATANABE et al., 1999; 

NEDAMBALE et al., 2006).  

Foi evidenciado que a presença de parâmetros espermáticos anormais, muitas 

vezes decorrentes do estresse oxidativo, resultam em falha ou atraso na fecundação 

e/ou desenvolvimento embrionário anormal (BARROSO et al., 2006). O 

espermatozoide mesmo quando danificado pode ser capaz de fertilizar um oócito, mas 

a qualidade do embrião pode ser comprometida (FERNANDÉZ-GONZALEZ et al., 

2008). 

Os espermatozoides dos mamíferos após serem ejaculados não possuem 

eficiência para fecundação, mesmo encontrando-se móveis e apresentando 

morfologia aparentemente normal. In vivo, a capacidade fecundante é completada 

quando o espermatozoide atinge o trato genital da fêmea (BALL e PETERS, 2004). In 

vitro o potencial do espermatozoide em adquirir a competência para fecundar o oócito 

precisa sofrer modificações bioquímicas atingindo a capacitação (BALL e PETERS, 

2004; PONTES, 2009; FLAHERTY, 2015). 

A capacitação irá provocar a desestabilização da membrana plasmática dos 

espermatozoides pela remoção de algumas proteínas, sem modificações 

morfológicas, porém bioquímicas, resultando na hiperativação espermática 

(GONÇALVES et al., 2008). Hiperativação ou motilidade hiperativada é definida como 



 
 

o padrão de movimento flagelar apresentado pelo espermatozoide no sítio de 

fertilização (GABALDI et al., 2002; BALL e PETERS, 2004). 

É comum vários laboratórios utilizarem sêmen congelado. Para que a 

capacitação ocorra, após o descongelamento é preciso selecionar e recuperar os 

espermatozoides móveis e aptos a fecundar (VARAGO et al., 2008). Em outras 

palavras, separar os espermatozoides vivos dos mortos, do plasma seminal ou do 

diluente usado para o congelamento, tendo-se um meio livre de contaminantes 

(HENKEL e SCHILL, 2003; GONÇALVES et al., 2007; FONSECA, 2010). 

O procedimento ideal para separação espermática deve ser rápido, simples, de 

baixo custo, capaz de garantir a maior parte dos espermatozoides móveis, não sofrer 

alterações espermáticas, remover substâncias tóxicas e bioativas, além de 

espermatozoides mortos entre outras células, incluindo microrganismos, permitindo 

processar grandes volumes de sêmen, além de possibilitar o controle da concentração 

e volume final da suspensão espermática (MARTINEZ, 2007). 

O gradiente de Percoll® proporciona maior recuperação de espermatozoides 

móveis quando comparado com o swim up, devido ao número superior de 

espermatozoides recuperados e maior motilidade espermática (PARRISH, 1995). É 

constituído por partículas de sílica coloidal coberto com polivinilpirrolidona, preparado 

em diferentes concentrações para formar o gradiente necessário de separação 

espermática (GONÇALVES et al., 2002; GORDON, 2003). 

O processo de separação espermática com o Percoll® é caracterizado pela 

centrifugação através de um gradiente de concentração, como uma mistura de 

Percoll® 45% sobre uma solução de 90%, para permitir a separação dos 

espermatozoides vivos dos demais constituintes do sêmen, baseado na diferença de 

densidade (WRENZYCKI, 2001; SILVA et al., 2011). 

Talvez mais importante que a seleção dos espermatozoides seja a capacitação 

destas células porque somente o espermatozoide capacitado tem habilidade de ligar-

se à ZP do oócito pois somente ele consegue sofrer reação acrossômica (RA) 

(CORRÊA, 2006).  

O meio FERT-TALP (Tyrode-albumina-lactato-piruvato) tem sido o mais 

empregado em protocolos de fertilização de embriões bovinos. Contém em sua 

composição fatores apropriados para levar a capacitação espermática, como é o caso 

da heparina (IRITANI e NIWA, 1977; VARAGO et al., 2017) que foi um marco histórico 

para PIVE (MOURA, 2016; MELO et al., 2016).  



 
 

 

 

 

Além da heparina ser considerada importante capacitador de espermatozoides 

(PARRISH, 1995), aumentar a atividade espermática e facilitar a penetração, é 

comumente utilizada pelos laboratórios a adição de aminoácidos ao meio, como a 

penicilina, hipotaurina e epinefrina (PHE), melhorando os índices de capacitação do 

acrossoma do espermatozoide (PALMA, 2001; GONÇALVES et al., 2002; KASSESNS 

et al., 2015; MENCHACA et al., 2016). A hipotaurina com adrenalina são capazes de 

estabelecer a elaboração de superóxido que pode parar a peroxidação lipídica na 

célula espermática (GORDON, 2003).  

Após à seleção dos espermatozoides, são feitas as análises para definir a 

concentração espermática, que é avaliada com o objetivo de aferir a quantidade de 

espermatozoides vivos presentes em cada palheta e também é feito o teste de 

motilidade do espermatozoide, devendo sempre ser progressiva (GONÇALVES et al., 

2008). 

Segundo DIAS et al. (2006), a fecundação é realizada com os resultados a 

receber através do cálculo com fundamento na motilidade e na concentração 

espermática. A quantidade definida de espermatozoides é depositada em contato com 

os oócitos presentes em cada gota do meio FIV, que são cobertos com óleo mineral 

e logo em seguida colocados em estufa de CO2, nas mesmas condições da 

maturação, apenas o período de incubação que varia entre 12 a 20 horas (BUENO e 

BELTRAN, 2008), de acordo com os protocolos utilizados pelos laboratórios (GARCIA 

et al., 2004; MINGOTI, 2005). 

 

2.5 CULTIVO IN VITRO (CIV) 

 

O cultivo in vitro é período de evolução do oócito fertilizado até o estádio de 

blastocisto. Enquanto tal período sucede a ativação do genoma embrionário, modo de 

divisão celular, compactação dos blastômeros no estádio de mórula e início da 

distinção embrionária com a formação do blastocele (GARCIA, et al., 2004; BUENO e 

BELTRAN, 2008; LIMA e SOUZA, 2009; BARRONDO, 2013), na qual, assim, podem 

ser transferidos para o útero de receptoras (DODE e RUMPF, 2002).   

LIMA e SOUZA (2009) afirmam que o zigoto, estádio embrionário inicial, difere 

do blastocisto, estádio embrionário final, em termos de morfologia e características 

fisiológicas e bioquímicas. As principais alterações morfológicas que ocorrem no 



 
 

embrião inicialmente é a compactação dos blastômeros (mórula compacta) e o 

desenvolvimento da blastocele (blastocisto inicial).  

A compactação dos blastômeros se determina por um aumento do contato 

celular entre blastômeros, o qual permanece até o total desaparecimento dos limites 

celulares individuais por meio de junções de adesão. O estádio de blastocisto é 

definido pela diferenciação de células do trofectoderma, que se localizam mais 

externamente e circundam a blastocele, e pela formação da massa celular interna 

(WATSON e BARCROFT, 2000). 

Para se conseguir taxas satisfatórias de crescimento embrionário, é 

fundamental manter as condições mais próximas possíveis encontradas na tuba 

uterina (LIMA e SOUSA, 2009), o pH, oxigênio, hormônios e nutrientes devem estar 

presentes nas mesmas quantidades ou em quantidades próximas às do ambiente 

uterino (WRENZYCKI, 2001; FIGUEIREDO, 2010).  

Os embriões são capazes de se desenvolver em diferentes meios de cultivo, 

desde simples soluções de sais balanceadas até sistemas complexos. O Tissue 

Culture Medium 199 é um meio de cultivo complexo desenvolvido para a preservação 

celular em geral, enquanto que o SOF é classificado como um meio simples, 

desenvolvido e direcionado para a criação de embriões (GONÇALVES et al., 2008).  

WRENZYCKI et al. (2001) utilizaram os dois meios para cultivo embrionário em 

bovinos e não encontraram diferenças nas taxas de clivagem, mórulas e blastocistos, 

porém sugeriram que o uso do SOF proporciona um ambiente mais adequado, pois 

existem diferenças no padrão de expressão de genes ligados à pré-implantação de 

embriões.  

Os componentes que fazem parte do meio de cultivo interferem na produção e 

qualidade embrionária, substâncias como lactato e piruvato são essenciais durante a 

fase de divisão e desenvolvimento inicial do embrião. A glicose, na presença de 

fosfato, atrasa ou para a evolução embrionária inicial, porém esse carboidrato é 

fundamental na fase de compactação e de blastocisto (PEREIRA, 2016). 

Estudos têm demonstrado, que o meio SOF pode ser utilizado com alta tensão 

de oxigênio, desde que as CCOs remanescentes no zigoto após a FIV sejam mantidas 

(MATTOS et al., 2002). Afim de melhorar as condições e os meios de cultivo dos 

embriões e sua composição, fatores de crescimento como o uso de soro fetal bovino, 

BSA são determinantes para o cultivo embrionário (WRENZYCKI, 2001; 

FIGUEIREDO, 2010; RODRIGUES et al., 2010).  



 
 

 

 

 

Uma das funções do SFB e do BSA que são fontes proteicas mais utilizadas, é 

a amparo do embrião no CIV contra a instauração de radicais livres (BAVISTER, 

1995), além de proporcionar ainda maiores contribuições de desenvolvimento de 

embriões (LONERGAN et al., 1999; LEIVAS et al.; 2011). 

Outro fator proeminente, e pertinente a compor os meios de cultivo, é o estresse 

oxidativo proveniente de alta tensão de oxigênio (20%), que causa retardo no 

desenvolvimento dos embriões em sistema de cultivo convencionais, devido à 

produção de peróxido de hidrogênio, que lesiona o DNA da célula, como relataram 

(BASINI et al., 2008; ANDRADE et al., 2010; TAKAHASHI et al., 2016) porém vem 

sendo estudado múltiplas substâncias antioxidantes que têm sido avaliadas para 

compor os meios, assim como a quercetina, cisteamina (GUEMRA et al., 2013) e a 

N,N-dimetilglicina (DMG) (TAKAHASHI et al., 2016). Além de reduzir o tempo de 

manuseio sob a luz incandescente, redução da tensão de O2 (ANDRADE et al., 2010; 

SILVA e JASIULIONIS, 2014; MORAES, 2018). Oxidantes induzem a apoptose e a 

adição de antioxidante como o ácido ascórbico, inibem esta resposta (KIM et al., 2004; 

CROCOMO et al., 2012).  

Posteriormente a MIV, aproximadamente 90% dos oócitos submetidos à 

maturação cheguem a metáfase II com expulsão do primeiro corpúsculo polar. Destes, 

80% são fecundados e começam a se repartir, pelo menos até o estádio de duas a 

quatro células. Portanto, apenas 25 a 40% destes embriões obtêm o estádio de 

blastocisto ou blastocisto expandido (BAVISTER et al., 1992; LONERGAN et al., 

2002). Este acontecimento comprova que o CIV é o principal passo a decidir a eficácia 

do sistema e que muito deve ser feito para o progresso dos resultados (GALLI et al., 

2003). 

Por um período de sete dias os embriões são mantidos no CIV, a qualidade do 

mesmo está ligada diretamente à qualidade do meio de cultivo utilizado, e as 

condições de realização do cultivo (LONERGAN et al., 2002). Para estimativa da taxa 

de eclosão ou da condição embrionária, especialmente pela determinação do número 

e viabilidade de blastômeros, o CIV pode se estender até o 8º ou 9º dia após a FIV 

(GONÇALVES et al., 2002; MINGOTI, 2005). 

 

 



 
 

2.6 CLASSIFICAÇÃO DOS EMBRIÕES 

 

No processo de classificação leva-se em consideração o aspecto morfológico 

do embrião e as variações que ocorrem no mesmo durante seu desenvolvimento 

iniciaI. Segundo MARTINEZ e SOUZA (2007) os principais parâmetros considerados 

para avaliação da qualidade são formato, simetria, coloração, extrusão celular e 

integridade da ZP. O embrião excelente tem que apresentar  ZP íntegra, simétrico 

com células, coloração e textura uniformes; o bom, apresentar pequenas imperfeições 

como poucos blastômeros e células que se soltaram da massa embrionária, formato 

irregular, alteração de cor ou presença de poucas vesículas; o regular, maior número 

de imperfeições, com alguns blastômeros extrusos, e algumas células degeneradas; 

o pobre apresenta severas alterações como numerosos blastômeros extrusos, 

degenerados e de tamanhos variados. 

De acordo com HAFEZ e HAFEZ. (2004) a classificação é realizada da seguinte 

maneira: Mo – Mórula: Blastômeros individuais não- distintos, espaço perivitelino 

ocupado pelo embrião; Mc – Mórula Compacta: Blastômeros individuais tornam-se 

mais próximos, formando uma massa embrionária compacta que ocupa dois terços 

do espaço perivitelino; Bi – Blastocisto Inicial: Embrião com a cavidade preenchida 

com fluido ou blastocele, ocupando três quartos de espaço perivitelinico, trofoblasto e 

MCI podem ser diferenciadas; Bl – Blastocisto: Pronunciada diferenciação do 

trofoblasto externo, MCI compacta e mais escura, blastocisto muito proeminente e 

embrião ocupando quase todo o espaço perivitelinico; Bx – Blastocisto expandido: o 

embrião cresce notadamente em tamanho, a zona pelúcida torna-se mais fina; Bn – 

Blastocisto em Eclosão: o embrião no processo de eclosão, zona pelúcida 

desprendida; Be – Blastocisto Eclodido: o embrião expandido com blastocisto grande, 

circular, muito frágil e em estágios mais avançados, alongados. 

 

2. 7 ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO (EROs) 

  

As EROs incluem todos os radicais e não radicais derivados do oxigênio, os 

quais são eletronicamente instáveis e, por isso, altamente reativos, tendo a 

capacidade de reagir com grande número de compostos que estejam próximos. Eles 

podem exercer a função de agentes oxidantes, atuando como receptores de elétrons, 

ou de agentes redutores, como doadores de elétrons (AGARWAL et al., 2005). 



 
 

 

 

 

A mitocôndria é o principal local de produção de espécie reativa de oxigênio 

(BARJA, 2007) e durante o transporte de elétrons na mitocôndria, o oxigênio, pode 

ser reduzido parcialmente, podendo gerar espécies reativas de oxigênio. Segundo 

GUEMRA (2013) os três principais tipos de EROs na PIVE bovina são: superóxido 

(O²-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e hidroxila (OH-), Superóxido (O2-). Se o O2 for 

em partes reduzido pela recepção de somente um elétron o produto desta redução 

será o radical superóxido (O2
-). Este radical ao receber mais um elétron e dois íons de 

hidrogênio, formará o peróxido de hidrogênio (H2O2). Da reação entre o peróxido de 

hidrogênio e íons de ferro ou cobre ocorrerá a formação da radical hidroxila (OH-), 

tornando mais reativo. O OH- pode ser formado também pela reação entre o H2O2 e 

O2
-. Estes são alguns exemplos das espécies reativas do oxigênio que podem ser 

formados (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; AL GUBORY et al., 2010; MARTELLI e 

NUNES, 2014; SILVA e JASIULIONIS, 2014). 

 

2.8 ESTRESSE OXIDATIVO  

 

O estresse oxidativo tem como definição o desequilíbrio entre a produção de 

EROs e os agentes antioxidantes (AGARWAL et al., 2005; HENDRICKS e HANSEN, 

2010; GUPTA et al., 2010). O estresse oxidativo influencia negativamente a eficiência 

da produção in vitro de embriões (TRINDADE et al., 2016) principalmente nos 

processos de maturação e cultivo dos prováveis embriões (ANDRADE et al., 2010). 

O quadro de estresse oxidativo ocorre quando a produção de EROs é superior 

a eficiência dos mecanismos endógenos protetores (FEUGANG et al., 2009) podendo 

alterar de modo importante o desempenho celular (SILVA et al., 2011) e embrionário 

(GUÉRIN et al., 2001). Nos gametas e embriões pode acontecer peroxidação dos 

lipídios das membranas (LIMA e ABDALLA, 2001) avarias ao DNA e esgotamento 

celular por apoptose ou necrose (SILVA et al., 2011). Para reverter, o quadro de 

estresse oxidativo é preciso reduzir a produção de EROs ou aumentar a quantidade 

de antioxidantes disponíveis (ANDRADE et al., 2016).  

In vivo, os oócitos e embriões estão protegidos contra o estresse oxidativo pela 

presença de antioxidantes no fluido folicular e oviduto (CROCOMO et al., 2012; 

WANG et al., 2002) e os embriões produzidos in vitro são mais susceptíveis aos 

efeitos do estresse oxidativo, pois, seus mecanismos de defesa não são suficientes 



 
 

para proteger sua delicada estrutura celular (AITKEN et al., 1993). Como 

consequência podem ser constatados, bloqueio da meiose oocitária e do 

desenvolvimento embrionário (CROCOMO et al., 2012; SILVA et al., 2011; WANG et 

al., 2002).  

 

2.9 USO DE ANTIOXIDANTES NO MEIO DE PIVE 

 

 Na MIV e CIV a adição de antioxidantes promove efeitos benéficos (TIAN et al., 

2014; WANG et al., 2014). Supõe-se que o meio FIV não necessite conter antioxidante 

uma vez que, os EROs são essenciais para hiperativação, capacitação e reação 

acromossômica dos espermatozoides (CROCOMO, et al., 2012). 

 Para proteger os oócitos e embriões de estresse oxidativo durante o CIV, vários 

antioxidantes podem ser adicionados ao meio de cultura (ALI et al., 2003). 

Antioxidante pode ser definido como qualquer substância que, quando presente em 

baixas concentrações comparadas àquela do substrato oxidável, retarda ou previne, 

significativamente, a oxidação daquele substrato. Em condições normais, os 

antioxidantes convertem EROs em água para prevenir a superprodução destes 

compostos (SILVA e JASIULIONIS, 2014). 

 Como amparo as decorrências prejudiciais do excesso de metabólitos de 

oxigênio, o organismo dispõe de dois sistemas antioxidantes os não enzimáticos e 

enzimáticos. Estes agem em distintos níveis de proteção dificultando a formação e 

ação oxidativa das EROs e reparando as lesões provocadas pelos metabólitos 

oxidativos (CROCOMO et al., 2012).  

Antioxidantes não enzimáticos, sintéticos ou suprimentos da dieta, abrange 

compostos de baixo peso molecular presentes na dieta assim como ácido ascórbico 

(vitamina C), tocoferol (vitamina E), selênio, zinco, taurinas, hipotaurinas, ncaroteno e 

ácido lipoico (BARBOSA et al., 2010; NIKSERESHT et al., 2017; SOVERNIGO et al., 

2017). Do mesmo modo são contidos os compostos tióis como: cistina, cisteína, 

cisteamina e beta-mercaptoetanol, (GUÉRIN et al., 2001; PRASAD et al.,2010; 

CROCOMO et al., 2012; NIKSERESHT et al., 2017; SOVERNIGO et al., 2017). 

 

 

 



 
 

 

 

 

2.10 ÁCIDO ASCÓRBICO 

 

Conhecido como ácido ascórbico, ascorbato, vitamina C, entre outros, é um 

antioxidante não enzimático e hidrossolúvel (HALLIWELL, 1989; OLSON e SEIDEL 

JR, 2000) tendo como principais funções a secreção hormonal, síntese de colágeno e 

antioxidação (THOMAS et al., 2001; MONTEIRO et al., 2005). Sua importância 

cresceu ao longo do tempo devido seu potencial antioxidante do fluido extracelular 

(ALVAREZ et al., 2006; HOSSEIN et al., 2007) capaz de neutralizar e proteger os 

tecidos contra a ação das espécies reativas de oxigênio (FREI et al., 1989; 

HALLIWELL, 1989; BUETTNER, 1992) os quais podem provocar danos ao DNA, 

proteínas, carboidratos, lipídeos e membranas biológicas (LUCK et al., 1995). 

A adição do ácido ascórbico ao meio de cultivo reduz a apoptose folicular em 

ratos, camundongos e bovinos (WANG et al., 2002; KIM et al., 2004) podendo atuar 

fisiologicamente como antioxidante na maturação de oócitos e no desenvolvimento de 

embriões (PASZKOWSKI e CLARKE, 1999). 
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CAPÍTULO 2 – ARTIGO 1 

 

Utilização do Ácido Ascórbico na Produção In Vitro de Embriões Bovinos 
 

Utilization the Ascorbic Acid in Production of bovine embryos in vitro 
 
 

RESUMO 

 

A produção in vitro de embriões (PIVE) é a biotecnologia que se tornou apropriada 
para gerar mais descendentes por procedimento realizado. Porém, por ser uma 
técnica que permite um número maior de embriões produzidos, estes ainda consisti 
em ser muito sensíveis comparando com os produzidos in vivo. Afim de melhorar os 
resultados e diminuir o estresse oxidativo a utilização de antioxidantes na PIVE tem 
sido motivo de diversos estudos por pesquisadores. O objetivo deste trabalho foi 
avaliar o efeito do ácido ascórbico na produção in vitro de embriões bovinos, desde a 
maturação até a eclosão dos blastocistos. O experimento foi realizado no Centro de 
Biotecnologia em Reprodução Animal (BIOTEC) da Universidade Estadual de Goiás. 
Os ovários foram provenientes de abatedouro local, e transportados até o laboratório 
em recipiente térmico onde os mesmos foram lavados e então aspirados. Foram 
selecionados oócitos de grau I e II para serem utilizados na PIVE. Os oócitos foram 
divididos em grupos em três grupos AAMIV, AAMC e AACIV, e dentre os grupos foi 
utilizado ácido ascórbico em três concentrações (10 µg/mL, 50 µg/mL e 100 µg/mL) 
mais o controle (0 µg/mL ácido ascórbico), submetidos a maturação por 24 horas com 
meio suplementado com ácido ascórbico no grupo AAMIV e AAMC. Na fertilização in 
vitro utilizou sêmen de um único touro e partida, com fertilidade comprovada e 
proveniente de central. Os possíveis zigotos permaneceram em cultivo por 11 dias. 
No cultivo adicionou-se ácido ascórbico ao grupo AACIV e AAMC. Todas as etapas 
foram realizadas em estufa de cultivo celular a 38,8ºC e atmosfera gasosa com 5,5% 
de CO2. As análises estatísticas foram realizadas pelo ANOVA, e análise de 
Bonferroni a 5% de significância. A taxa de blastocistos em relação aos clivados 
(AAMIV², AAMC² e AACIV²), se diferiram (p<0,05) entre si. Portanto as concentrações 
de 10 µg/mL e 50 µg/mL do grupo AAMIV², foram o que apresentaram os melhores 
resultados (65,23% e 54,50%), comparando entre os grupos com ácido ascórbico. 
Comparado a taxa de clivagem nas demais concentrações de ácido ascórbico dos 
grupos, AAMC¹ na concentração de 10 µg/mL (84,14%), de 50 µg/mL (82,68%), e de 
100 µg/mL (84,16%) se diferem (p<0,05) entre si. A taxa de eclosão de blastocisto no 
D11 de cultivo, não apresentou diferença estatística quando comparada entre os 
grupos. Por fim, conclui-se que a suplementação de 10 µg/mL de ácido ascórbico 
apresentou resultados satisfatórios na maturação in vitro e na qualidade embrionária. 
 
Palavras-chave: Antioxidante. Fecundação. PIVE. Reprodução animal. Vitamina C 
 
 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 

 

In vitro production of embryos (PIVE) is the biotechnology that has become appropriate 

to generate more offspring per procedure performed. However, being a technique that 

allows a larger number of produced embryos, they still consist of being very sensitive 

compared to those produced in vivo. In order to improve results and reduce oxidative 

stress, the use of antioxidants in PIVE has been the subject of several studies by 

researchers. The objective of this study was to evaluate the effect of ascorbic acid on 

in vitro production of bovine embryos, from maturation to hatching of blastocysts. The 

experiment was carried out at the Animal Reproduction Biotechnology Center 

(BIOTEC) of the State University of Goiás. The ovaries came from a local 

slaughterhouse and transported to the laboratory in a thermal container where they 

were washed and then aspirated. Grade I and II oocytes were selected for use in PIVE. 

The oocytes were divided into groups in three AAMIV, AAMC and AACIV groups, and 

among the groups was used ascorbic acid in three concentrations (10 µg / mL, 50 µg 

/ mL and 100 µg / mL) plus the control (0 µg / mL ascorbic acid), matured for 24 hours 

with medium supplemented with ascorbic acid in the AAMIV and AAMC group. In vitro 

fertilization used semen from a single bull and broken, with proven fertility and coming 

from central. The possible zygotes remained in cultivation for 11 days. In cultivation, 

ascorbic acid was added to the AACIV and AAMC group. All steps were performed in 

a cell culture greenhouse at 38.8ºC and 5.5% CO2 gas atmosphere. Statistical 

analyzes were performed by ANOVA and Bonferroni analysis at 5% significance. The 

rate of blastocysts in relation to the cleaved ones (AAMIV², AAMC² and AACIV²) 

differed (p <0,05) from each other. Therefore, the concentrations of 10 µg / mL and 50 

µg / mL of the AAMIV² group were the ones that presented the best results (65.23% 

and 54.50%), comparing between the groups with ascorbic acid. Comparing the 

cleavage rate in the other ascorbic acid concentrations of the groups, AAMC¹ at a 

concentration of 10 µg / mL (84.14%), 50 µg / mL (82.68%), and 100 µg / mL (84, 16%) 

differ (p <0.05) from each other. The blastocyst hatching rate at D11 of culture did not 

show statistical difference when compared between groups. Finally, it was concluded 

that the supplementation of 10 µg / mL ascorbic acid presented satisfactory results in 

in vitro maturation and embryonic quality. 
 

Key-words: Animal reproduction. Antioxidant. Fertilization. PIVE. Vitamin C.  
 
 

 

 

 



 
 

 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

  

 A PIVE (produção in vitro de embriões bovinos) é a biotecnologia adequada 

para gerar mais descendentes por procedimentos realizados. Por meio da aspiração 

folicular guiada por ultrassom (OPU), obtém um grande número de oócitos, 

consequentemente, um número significativo de embriões e animais nascidos, 

confrontando com a inseminação artificial, sendo que a eficácia de produção por 

doadora é baixa nascendo um bezerro por ano (GONÇALVES et al., 2008).  

 Embora seja uma técnica que possibilita um número significativo de embriões 

produzidos, o mesmo ainda é extremamente sensível quando comparados a embriões 

produzidos in vivo (KHURANA e NIEMANN, 2000). Os procedimentos desde 

aspiração dos oócitos até a inovulação dos embriões podem lesionar e comprometer 

as estruturas celulares oocitárias e embrionárias, bem como também induzir a 

condições de estresse, provocando então uma diminuição da competência de 

desenvolvimento (ALVES, 2015).  

 Outro fator de estresse para o oócitos é a tensão de oxigênio das incubadores 

(20% de Oxigênio) onde são cultivados (LUVONI et al., 1996), sendo maior que o 

ambiente uterino (2-5% de oxigênio) (AGARWAL et al., 2005; ANDRADE et al., 2010). 

Essa alta tensão de O2 acresce a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), 

podendo alterar a quantidade e qualidade de embriões que serão produzidos.  

A PIVE envolve as etapas de coleta dos oócitos, maturação in vitro (MIV), 

fecundação in vitro (FIV) e o cultivo ou co-cultivo in vitro (CIV) de embriões fora do 

útero animal (VARAGO et al., 2008). 

O aperfeiçoamento dos métodos de manipulação de oócitos assim como de 

sêmen na FIV são indispensáveis para alcançar melhores resultados de produção. 

Diversos fatores podem colaborar com a qualidade dos embriões produzidos in vitro 

e o uso de antioxidantes ao meio de cultivo embrionário é um desses fatores. 

Tendo em vista em melhorar a qualidade e a quantidade de embriões 

produzidos in vitro, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da adição de ácido 

ascórbico ao meio de maturação e/ou cultivo, sobre a produção de embriões bovinos. 

 

 

 



 
 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Local e Período de experimento 

 

O experimento foi realizado no Centro de Biotecnologias em Reprodução 

Animal - BIOTEC da Universidade Estadual de Goiás – UEG, Câmpus São Luís de 

Montes Belos, localizado na rodovia GO 060, Km 124, em São Luís de Montes Belos 

–GO. No período de janeiro e fevereiro de 2019.  

 

2.2 Obtenção e Aspiração Folicular dos oócitos 

 

Os ovários utilizados para a realização do experimento foram obtidos de 

abatedouro e transportados em solução salina 0,9% estéril, em recipiente térmico a 

37ºC. No BIOTEC, aproximadamente 2 horas após o abate, os ovários passaram duas 

vezes pela lavagem, em solução enriquecida aquecida (PBS) (37ºC). Em seguida, 

realizada a aspiração dos folículos entre 2 a 8 mm com auxílio de agulha de calibre 

18G acoplada a uma seringa de 10 mL (Figura 1). O conteúdo folicular recuperado foi 

colocado em um tubo cônico de 50 ml e mantido em banho-maria a (37°C) até ser 

filtrado utilizando o filtro coletor com poros de 75 micras. Posteriormente realizou-se a 

lavagem dos oócitos utilizando solução salina tamponada fosfatada e os mesmos 

depositados em placa de cultivo celular de 90 x 15 mm (Corning®). Os conteúdos 

presentes nas placas foram visualizados e avaliados utilizando esteriomicroscópio, 

dentro do fluxo laminar para o rastreamento dos oócitos e classificando, aproveitando 

oócitos de grau I e II no presente experimento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

Em seguida, lavados duas vezes em meio de lavagem (TCM199) e uma vez 

em meio de maturação, e posteriormente colocados em seus respectivos grupos. 

 

Figura 1. Aspiração folicular com agulha 18G (A), liquido folicular depositado dentro 
do tubo cônico de 50mL (B), lavagens dos oócitos com solução enriquecida (C), 
oócitos na placa de cultivo (D), seleção dos oócitos (E) e classificação dos oócitos (F).  
Fonte: Arquivo pessoal 

 

2.3 Separação dos grupos 

 

Os oócitos aspirados foram divididos em 3 grupos, AMIV (ácido ascórbico no 

meio de maturação), ACIV (ácido ascórbico no meio de cultivo) e AMC (ácido 

ascórbico no meio de maturação e cultivo), com 4 tratamentos cada grupo: controle 

(sem ácido ascórbico), ácido ascórbico (10µg/mL), ácido ascórbico (50µg/mL) e ácido 

ascórbico (100µg/mL), 14 repetições para cada grupo, contendo aproximadamente 15 

oócitos cada, sendo mantida a mesma proporção de grau I e II. 

-Grupo Controle AMIV: sem ácido ascórbico  

-Grupo AMIV10: 10µg/mL antioxidante 

-Grupo AMIV50: 50µg/mL antioxidante 

-Grupo AMIV100: 100µg/mL sem antioxidante 

A B C 

D E F 



 
 

-Grupo AMC Controle: sem ácido ascórbico    

-Grupo AMC10:10µg/mL antioxidante 

-Grupo AMC50: 50µg/mL antioxidante 

-Grupo AMC100: 100µg/mL antioxidante 

-Grupo Controle CIV: sem ácido ascórbico 

-Grupo ACIV10: 10µg/mL antioxidante 

-Grupo ACIV50: 50µg/mL antioxidante 

-Grupo ACIV100: 100µg/mL antioxidante 

 

2.3.1 Diluição e estoque do antioxidante 

 

Para a realização da diluição, preparou-se uma solução estoque para todo o 

experimento, prevenindo possíveis erros de amostragem. Para solução estoque de 

antioxidante utilizou a diluição de 1 mg do ácido ascórbico em 1mL de meio MIV e/ou 

CIV, formando uma solução de 1 µg/mL e concretizou em alíquotas de 200 µL da 

solução mãe (Tabela 1) e estocada em freezer a -20 °C (ALICIO, 2018).  

As alíquotas descongeladas não utilizadas em sua totalidade, foram 

descartadas evitando comprometer a realização do experimento.  

 

Tabela 1. Diluição e preparação da solução mãe de ácido ascórbico, até atingir as 
concentrações desejadas, para uso no meio de maturação e/ou cultivo. 

Grupos µg/mL Volume da Solução mãe µL Volume do meio MIV ou CIV µL*  

0 - Controle  

10 

0 

10 

1000 

990 

50 50 950 

100 100 900 

*As alíquotas foram armazenadas a -20°C, por 2 meses.  

 

2.4 Maturação in vitro  

 

Para a maturação utilizou meio de maturação suplementado de acordo com o 

protocolo do laboratório, composto por TCM 199 (meio de cultura de tecidos), com 

sais de Earle, soro fetal bovino, hormônio luteinizante, hormônio folículo estimulante, 

piruvato, gentamicina. 



 
 

 

 

 

Os oócitos cultivados conforme cada grupo decorreu de duas lavagens e 

transferidos logo após para a placa de Petri de 60mm em gotas de 100 µL de meio de 

maturação imersa com óleo mineral estéril cada microgota conteve aproximadamente 

15 oócitos mantidos em incubadora de cultura por 24 horas, com atmosfera gasosa 

de 5,5% de CO2 em ar, 5% de O2 a 38,8ºC (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Oócitos maturados após as 24h com ácido ascórbico (A), e oócitos 
maturados após as 24h sem ácido ascórbico (B). 
Fonte: Arquivo pessoal 
 

2.5 Etapas da Fecundação in vitro  

 

Para a realização do preparo do sêmen e a fecundação in vitro não foi aplicado 

nenhum tratamento com ácido ascórbico aos grupos.  

Após o período de maturação, realizou a lavagem dos oócitos em duas gotas 

de meios de 80 µL uma de meio de lavagem e outra de meio TALP na mesma placa 

de Petri de 100mm (Figura 3). O meio TALP foi suplementado com heparina, piruvato, 

antibiótico, BSA livre de ácidos graxos e solução PHE de penicilamina, hipotaurina e 

epinefrina, denominado meio FIV. 

Para a realização da fecundação in vitro utilizou palhetas de sêmen 

convencional congelado de 0,50mL de um único touro e única partida de origem 

A 
B 



 
 

holandesa com fertilidade comprovada e proveniente de central de coleta e 

processamento de sêmen devidamente registrado no Ministério da Agricultura. 

O método usado para separação dos espermatozoides foi o gradiente Percoll®. 

Adicionou-se 250 µL de Percoll® 90% e sob este 250 µL de Percoll® 45% formando 

assim um gradiente, mantido em estufa por 2 horas antes de ser utilizado, para 

equilibrar o mesmo. Descongelou-se o sêmen em banho-maria a 37ºC, durante 30 

segundos, posteriormente depositado sobre o gradiente de Percoll® e submetido à 

centrifugação a 3000 rpm por 5 minutos (Figura 4), descartando o sobrenadante e 

adicionando 1 mL de meio de CAP e centrifugado a 1000 rpm por 3 minutos para a 

remoção restante de Percoll®.  

 

Figura 3. Oócitos maturados sendo lavados em duas gotas, a primeira de meio de 
Lavagem e a segunda de meio TALP. 
Fonte: Arquivo pessoal 

 

Figura 4 Gradiente Percoll após a primeira centrifugação. 
Fonte: Arquivo pessoal 
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Avaliou-se os pellets quanto a concentração e motilidade espermática, 

utilizando a câmara de Neubauer em microscópio óptico, e a analise computadorizada 

(CASA) (Tabela 2, 3, 4), e posteriormente usado para a fecundação dos oócitos. 

Tabela 2. Média dos resultados físico químicos, realizado pelo equipamento de analise 
computadorizada (CASA), de partidas de sêmen utilizados no presente estudo, logo 
após o descongelamento. 

Category 
Cells 

counted 
Concentration 

(M/ml) 
Percent 

Total  
Motile  

Progressive 

834 
423 
220 

93,37 
48,68 
25,25 

100 
44 
29 

 

 

Tabela 3. Média dos resultados físico químicos, realizado pelo equipamento de analise 
computadorizada (CASA), de partida de sêmen utilizado no presente estudo, logo 
após a centrifugação com Percoll. 

Category 
Cells 

counted 
Concentration 

(M/ml) 
Percent 

Total  
Motile  

Progressive 

952 
508 
231 

83,56 
43,72 
19,62 

100 
49 
22 

 

 

Tabela 4. Média dos resultados físico químicos, realizado pelo equipamento de analise 
computadorizada (CASA) de partida de sêmen utilizado no presente estudo, logo após 
a centrifugação com meio de capacitação. 

Category 
Cells 

counted 
Concentration 

(M/ml) 
Percent 

Total  
Motile  

Progressive 

723 
484 
345 

68,49 
44,11 
31,15 

100 
79 
53 

 

 

Os oócitos maturados foram transferidos para outra placa de Petri de 60mm 

com microgotas de 50 µL de meio de fecundação imersa com óleo mineral estéril, 

adicionado a eles uma concentração de 2x106 espermatozoides/mL (5,0 µL) de 

sêmen, contendo células espermáticas avaliadas e com potencial de fertilidade 

comprovada. A fecundação ocorreu em incubadora de cultivo sob condições de 

atmosfera gasosa a 5,5% CO2, 5% de O2 com temperatura a 38,8°C por 18 horas. 



 
 

 

 

2.6 Cultivo in vitro  

 

Após a fecundação in vitro (D0), com o auxílio de um pipetador (100 μL) os 

possíveis zigotos passaram pelo processo de desnudamento (remoção parcial das 

células do cumulus), lavagem e então transferidos para as microgotas de 80 μL de 

meio de cultivo in vitro cobertas por óleo mineral estéril. Realizou-se o cultivo com 

Fluido Sintético do Oviduto, contendo soro fetal bovino, gentamicina e albumina sérica 

bovina de acordo com o protocolo do laboratório e mantidos por 11 dias em incubadora 

de cultura com atmosfera gasosa de 5,5% CO2, 5% de O2 e temperatura de 38,8°C, 

para a avaliação da cinética embrionária do trabalho. 

No cultivo teve adicionou-se ácido ascórbico a um novo grupo (ACIV) dividiu-

se em 4 tratamento: controle (sem ácido ascórbico), ácido ascórbico (10µg/mL), ácido 

ascórbico (50µg/mL) e ácido ascórbico (100µg/mL).   

Ao terceiro dia de cultivo (D3) foram realizadas avaliações e a contagem dos 

embriões clivados, posteriormente realizado o primeiro feeding (nutrição, reposição), 

ou seja, a remoção de 50% de meio e adição de 50% de meio novo, para garantir o 

aponte nutricional das células. No quinto dia (D5), procedeu o segundo feeding (Figura 

5 (A)). No sétimo e nono dia de cultivo (D7 e D9) realizou- se avaliações quantitativas 

e contagens do número de embriões em cada estádio de desenvolvimento 

embrionário (blastocisto inicial - Bi, blastocisto - Bl, blastocisto expandido - Bx, 

blastocisto eclodido - Be) (Figura 5 (B)).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

No décimo primeiro dia de cultivo (D11) concluiu-se a avaliação e contagem 

apenas dos Be (Figura 5 (C)).  

 

Figura 5. Zigotos em D5 (A), Embriões em diferentes estágios em D7 (B) e embriões 
eclodidos em D11 (C).  
Fonte: Arquivo pessoal 

 

No processo de avaliação quanto a qualidade do embrião levou-se em 

consideração o aspecto morfológico do embrião, de acordo com o manual da 

Sociedade Internacional de Transferência de Embriões (IETS), formato, simetria, 

coloração, extrusão celular e integridade da ZP, a viabilidade e as variações que 

ocorrem no mesmo durante seu desenvolvimento. Na tabela 5, os embriões do grupo 

maturação com ácido ascórbico, avaliados conforme sua qualidade. 

  

Tabela 5. Efeito do ácido ascórbico na qualidade embrionária em diferentes 
concentrações (0 µg/mL, 10 µg/mL, 50 µg/mL e 100 µg/mL) no grupo maturação. 
 

 

 

 

 

 

 

Qualidade 

embrionária  

Grupos µg/mL 

0 10 50 100 

Bi Bl Bx Ec Bi Bl Bx Ec  Bi Bl Bx Ec  Bi Bl Bx Ec 

Excelente**** 5 14 5  7 18 8  3 2       

Bom*** 2 4 
 

  1 2 2       2 3    1     1 1  

Regular** 

Pobre * 

Degenerado- 

1 2 1   3 1       3     2 3 1  

1 1 1   1 1 1  1 5 2      4 2  
 

1     1        1 2      3 5 1  

A 
B C 



 
 

 

Os meios utilizados estabilizaram por duas horas antes de iniciar qualquer 

procedimento, exceto o meio de CIV, que separou um dia antes da sua utilização. 

Antes da realização da FIV, retirou-se alíquotas de 4 µl do sêmen logo após 

descongelado, 4 µl após a centrifugação com Percoll® e 4 µl após a centrifugação com 

meio CAP, submetendo a avaliação computadorizada de característica do movimento 

espermático pelo aparelho CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), e 

posteriormente ter mais confiabilidade no resultado.   

 

2.7 Análise estatística 

 

 A maturação, fecundação e cultivo in vitro de todos os tratamentos foram 

conduzidos simultaneamente, sendo efetuadas 14 repetições. 

A percentual de oócitos, clivagem e embriões foram transformadas de acordo 

com a função arco seno (raiz – porcentagens) e os resultados analisados com o 

programa BioEstats 4.0, aplicado ANOVA e teste f de Bonferroni. E para evidenciar 

diferenças significativas entre os tratamentos considerou o valor de 5% de 

significância.  

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

Poucos estudos têm analisado a função do ácido ascórbico na produção in vitro 

de embriões, principalmente na espécie bovina (TARÍN et al., 1994). E para proteger 

os oócitos e embriões de sofrer estresse oxidativo durante o cultivo in vitro. Vários 

antioxidantes podem ser adicionados ao meio de cultura (ALI et al., 2003). Dessa 

maneira, o ácido ascórbico tem sido empregado em diversas concentrações (TARÍN 

et al., 1994), visando diminuir os radicais livres e consequentemente melhorar a 

produção de embriões (FURNUS et al., 2008).  

Neste trabalho para a avaliação do ácido ascórbico na PIVE, os oócitos 

passaram pela maturação, fecundação e cultivo in vitro, contendo antioxidante nas 

concentrações de 10 µg/mL, 50 µg/mL e 100 µg/mL apenas ao meio de maturação 

e/ou cultivo. Os resultados do desenvolvimento embrionário in vitro estão 

apresentados na tabela 6 e 7. 



 
 

 

 

 

Tabela 6. Avaliação da produção in vitro de embriões suplementada com ácido 
ascórbico no meio de maturação (AAMIV), cultivo (AACIV), e maturação/cultivo 
(AAMC), em diferentes concentrações (10 µg/mL, 50 µg/mL e 100 µg/mL). 

 AAMIV AAMC AACIV P 

T10 - 1 89,36a 84,14b 89,17a ˂0,05 

T10 - 2 65,23a 28,62b 19,57b ˂0,05 

T10 - 3 15,11a 9,37a 8,14a 0,5245 

T50 - 1 87,33a 82,68a 85,72a 0,2942 

T50 - 2 54,50a 18,05b 10,11b ˂0,05 

T50 - 3 2,26a 2,26a 4,10a 0,8304 

T100 - 1 87,95a 84,16a 85,14a 0,2040 

T100 - 2 41,51a 24,83a 27,73a 0,1182 

T100 - 3 7,80a 2,53a 5,60a 0,5257 

T10¹= (10µl AA) clivados/total de oócitos, T10²= (10µg AA) embriões/ clivados, T10³= 10 µg AA, 
embriões eclodidos/clivados, T50¹= (50µg AA) clivados/total de oócitos, T50²= (50µg AA) embriões/ 
clivados, T50³= 50 µg AA, embriões eclodidos/clivados, T100¹= (100µg AA) clivados/total de oócitos, 
T100²= (100µg AA) embriões/ clivados, T100³= 100 µg AA, embriões eclodidos/clivados. Valores na 
mesma linha com diferentes letras sobrescritas (a, b) difere entre si (p<0,05). 

 

Avaliando a taxa de blastocistos em relação aos oócitos clivados podemos 

notar que o grupo AAMIV² no T10-2 (65,23%) apresentou os melhores resultados 

dentre as concentrações, onde se difere (p<0,05), do AAMC² e AACIV² na 

concentração de 10 µg/mL e 50 µg/mL de ácido ascórbico.  

A taxa de eclosão de blastocisto no 11º dia de cultivo, não apresentou diferença 

estatística quando comparada apenas entre os grupos tratados com antioxidantes 

podendo ser observado na tabela 6. Entretanto, quando comparada junto com o 

controle dos diferentes grupos da tabela 7, pode-se notar que o grupo AACIV³, 

apresentou diferença significativa (p<0,05) para controle. Porém as taxas obtidas no 

estudo de SCHNEIDER, et al. (1998) com antioxidantes ainda foram superiores as 

citadas na literatura.  

  

 

 

 



 
 

Tabela 7. Avaliação da produção in vitro de embriões suplementada com ácido 
ascórbico no meio de maturação (AAMIV), cultivo (AACIV), e maturação/cultivo 
(AAMC), em diferentes concentrações (10 µg/mL, 50 µg/mL e 100 µg/mL), mais o 
controle. 

TRATAMENTOS 
Concentração de ácido ascórbico (µg por ml)  

0 10 50 100 p 

AAMIV1 91,31 a 89,36 a 87,33 a 87,95 a 0,1487 

AAMIV2 64,94 a 65,23 a 54,50 ab 41,51 b ˂0,05 

AAMIV3 11,44 a 15,11 a 2,26 a 7,80 a 0,1213 

AAMC1 91,01 a 84,14 b 82,68 b 84,16 b <0,05 

AAMC2 62,55 a 28,62 b 18,05 b 24,83 b <0,05 

AAMC3 14,14 a 9,37 a 2,26 a 2,53 a 0,0637 

AACIV1 90,50 a 89,17 a 85,72 a 85,14 a 0,0870 

AACIV2 59,84 a 19,57 b 10,11 b 27,73 b <0,05 

AACIV3 26,52 a 8,14 b 4,10 b 5,60 b <0,05 

AAMIV¹= clivados/total de oócitos, AAMIV²= embriões/ clivados, AAMIV³= embriões eclodidos/clivados, 
AAMC¹= clivados/total de oócitos, AAMC²= embriões/ clivados, AAMC³= embriões eclodidos/clivados, 
AACIV¹= clivados/total de oócitos, AACIV²= embriões/ clivados, AACIV³= embriões eclodidos/clivados. 
Valores na mesma linha com diferentes letras sobrescritas (a, b) difere entre si (p<0,05). 
 

Analisando os dados da taxa de clivados em relação ao número total de oócitos, 

podemos notar que se o grupo AAMIV¹ e AACIV¹ não ouve diferença significativa 

(Tabela 6). No entanto se difere (p<0,05) na concentração de 10 µg/mL entre o grupo 

AAMIV¹ (89,36%) e AAMC¹ (84,14%), sendo então não indicado a adição de ácido 

ascórbico na maturação e cultivo (AAMC). 

A taxa de blastocistos em relação aos clivados (AAMIV², AAMC² e AACIV²), 

podemos notar que os grupos se diferem (p<0,05) entre si. Portanto a adição de ácido 

ascórbico na concentração de 10 µg/mL ao meio de maturação (AAMIV²) foi benéfica 

para o desenvolvimento de embriões apresentando melhor resultado (65,23%) 

(Tabela 9) quando comparado com o controle (64,94%) do mesmo grupo. Porém, 

quando utilizado a mesma concentração ao meio de cultivo, não se obteve resultados 

significativos. E o trabalho de FERRO et al., (2009), obteve um aumento significativo 

na taxa de mórula, blastocistos e blastocisto expandidos ao meio de cultivo in vitro.  

POZZOBON (2008) observou que conforme foi aumentando a concentração de 

ácido ascórbico ao meio de maturação e/ou cultivo, menor foi a taxa de produção de 



 
 

 

 

 

blastocistos, e como foi observado neste trabalho (Tabela 6 e 7), exceto para o grupo 

AACIV² que na medida que teve o aumento da concentração de ácido ascórbico de 

10 µg/mL (19,57%) para 100 µg/mL (27,73%) teve um aumento de quase 10% de 

blastocistos. No entanto, este evento de menor produção de blastocistos pode ter 

sucedido pelo acumulo de ácido ascórbico que se tornou prejudicial, ou até mesmo 

porque a quantidade de EROs neutralizada foi superior a quantidade indispensável 

para o desempenho celular.  

WANG et al. (2002) também observaram que o desenvolvimento embrionário 

foi afetado conforme foi aumentando a concentração de ácido ascórbico ao meio. 

Não houve diferença significativa na taxa de eclosão dos blastocistos no dia 

11° entre os grupos com controle (Tabela 7), exceto no grupo AACIV³ comparada ao 

grupo controle é indicado não adicionar ácido ascórbico ao meio de cultivo, porém 

levando em conta a qualidade dos blastocistos produzidos no dia 7°, notamos que o 

grupo AAMIV se sobre sai no quesito qualidade entre os grupos, onde a concentração 

de 10 µg/mL, apresentou melhor qualidade dos blastocistos (apesar de não 

significativos).  

No entanto, deve-se levar em consideração que o meio controle é provido de 

alguns oxidantes, e a literatura apresenta como indispensável o uso de antioxidantes 

na maturação, o que atribui um posterior desenvolvimento até o estádio de blastocisto 

(FURNUS et al., 2008; SILVA, et al., 2011). 

Ainda existe grande discrepância entre autores com relação aos resultados 

observados na literatura, contudo pode ser esclarecido, pois um elemento pode 

apresentar efeitos favoráveis no desenvolvimento do embrião em um meio 

determinado, no entanto não ser eficaz (ou mesmo exercer ação deletéria) em um 

meio diferente (GUÉRIN et al., 2001).  

Neste trabalho não avaliou-se a concentração de radicais livres produzidos no 

meio de maturação e de cultivo, entretanto, os meios com ácido ascórbico foram 

produzidos através de uma solução mãe e estocados em freezer a -20º C em alíquotas 

de 200 µl, antes de serem utilizados, podendo então ter sidos expostos ao O2 por duas 

vezes antes de serem utilizados, acarretando em maior formação de radicais livres no 

meio, que por sua vez, pode interferir negativamente a condição de cultivo in vitro. 

Contudo, AVELINO (2000) sugere que para evitar o uso de meios expostos ao O2, 



 
 

uma alternativa seria preparar apenas no dia em que fosse utilizar, e de preferência 

uma hora antes do uso. 

 

4. CONCLUSÃO 

 

 Diante do presente estudo, podemos concluir que: 

 A suplementação de 10 µg/mL de ácido ascórbico apresentou resultados 

satisfatórios na maturação in vitro. 

 A utilização de 10 µg/mL de ácido ascórbico ao meio de maturação, apresentou 

qualidade embrionária superior. 
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CAPÍTULO 3 - CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A produção in vitro de embriões, aliada a aspiração folicular guiada por 

ultrassom, é uma ferramenta importante para o melhoramento genético dos rebanhos, 

aumentando a intensidade de seleção de fêmeas de alto valor genético e diminuindo 

o intervalo entre gerações, gerando ganhos consideráveis para os criadores. A PIVE  

visa o aumento de produtividade animal e da pecuaria nacional, além dos progressos 

de grande importância que a aplicação dessa biotecnologia gera para a área da 

pesquisa.  

Porém, a produção in vitro de embriões ainda apresenta algumas limitações, 

como a necessidade de infra-estrutura laboratorial a inconsistências dos resultados 

referente a taxa de blastocistos, custo operacional, tempo consumido para executar a 

rotina de produção e distancia do laboratorio até a fazenda.  

No entanto, as perspectivas para a produção in vitro de embriões são boas, 

pois com o aprimoramento dos sistemas de cultivo in vitro, permite também o avanço 

de outras biotecnologias que estão ascendendo e tendo a PIVE como procedimento 

padrão. 

E perante os resultados obtidos e de acordo com as condições de realização 

do presente experimento, é de grande importância que os estudos envolvendo a 

utilização do ácido ascorbico ao meio de maturaçao e/ou cultivo, continue sendo 

realizadas, para que se consiga determinar formas mais eficientes de uso na PIVE em 

bovinos, e assim a técnica continue avançando. 

 


