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“Você nunca sabe que resultados virão da sua ação.  

Mas se você não fizer nada, não existirão resultados.” 

(Mahatma Gandhi) 
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RESUMO 

 

As condições in vitro podem acabar promovendo danos aos oócitos devido ao estresse 

oxidativo, comprometendo sua qualidade e taxas de sucesso na produção de embriões. 

Pesquisas têm reportado que suplementar o meio de maturação in vitro com diferentes 

antioxidantes ajudaram a mitigar os danos provenientes do estresse oxidativo. Assim, o tanino 

que possui ação antioxidante desperta o interesse para estudos acerca de seus potenciais 

antioxidantes na maturação oocitária. A fim de promover maiores conhecimentos científicos, 

sobre a ação do tanino na maturação de oócitos, levou-se a realização deste estudo. Foram 

utilizados ovários de vacas adultas obtidos em abatedouro comercial, destes folículos antrais 

foram aspirados para a seleção de oócitos com citoplasma homogêneo e uma ou mais camadas 

compactas de células do cumulus. Após a maturação, estas células foram removidas através de 

pipetagens para posterior confecção das lâminas e leitura referente ao estágio meiótico celular. 

Os grupos experimentais utilizados consistem em diferentes concentrações de Tanino (Sigma), 

sendo: TA0 = sem adição de Tanino (controle); TA1 = 1 µg/mL de Tanino; TA10 = 10 µg/mL 

de Tanino e TA100 = 100 µg/mL de Tanino. Com a experimentação puderam ser obtidas taxas 

de maturação similares para todos os tratamentos testados: TA0 (79,31%) TA1 (72,63%) TA10 

(80,95%) TA100 (73,11%). Já referente as taxas de clivagem obtidas após fertilização dos, foi 

observado que os tratamentos TA0 (73,13%) TA1 (63,38%) TA10 (70,90%) apresentaram 

resultados semelhantes, enquanto, o tratamento T100 (47,91%) apresentou efeito deletério com 

uma diminuição significativa nas taxas de clivagem. Dessa forma, recomenda-se que a 

suplementação do tanino seja realizada em quantidades inferiores a 100 µg/mL. 

  



 

 

 

ABSTRACT 

 

 

In vitro conditions can end up promoting damage to oocytes due to oxidative stress, 

compromising their quality and success rates in embryo production. Research has reported that 

supplementing the in vitro maturation medium with different antioxidants helped mitigate 

damage from oxidative stress. Thes, tannin, which has antioxidant action, arouses interest in 

studies on its antioxidant potential in oocyte maturation. This study was carried out to promote 

greater scientific knowledge about the action of tannin on oocyte maturation. Ovaries from 

adult cows obtained from a commercial slaughterhouse were used. These antral follicles were 

aspirated to select oocytes with homogeneous cytoplasm and one or more compact layers of 

cumulus cells. After maturation, these cells were removed by pipetting for subsequent 

preparation of slides and reading regarding the cellular meiotic stage. The experimental groups 

consist of different concentrations of Tannin (Sigma), being: TA0 = no addition of Tannin 

(control); TA1 = 1 µg/mL Tannin; TA10 = 10 µg/mL of Tannin and TA100 = 100 µg/mL of 

Tannin. With the experiment, similar maturation rates were obtained for all treatments tested: 

TA0 (79.31%) TA1 (72.63%) TA10 (80.95%) TA100 (73.11%). Regarding the cleavage rates 

obtained after fertilization, it was observed that treatments TA0 (73.13%) TA1 (63.38%) TA10 

(70.90%) presented similar results, while treatment T100 (47.91 %) showed a deleterious effect 

with a significant decrease in cleavage rates. Therefore, it is recommended that tannin 

supplementation be carried out in amounts below 100 µg/mL. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

De acordo com os dados mais recentes do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

- IBGE, no Brasil, no ano de 2021, o rebanho bovino apresentou um quantitativo aproximado 

de 224,6 milhões de cabeças. Este quantitativo, em sua grande parte, é devido a alta demanda 

em produção de alimentos atrelado ao crescimento populacional. Por isso, há necessidade na 

otimização nos custos de produção o que promove cada vez mais espaço para as biotecnologias 

da reprodução que agregam melhoramento genético ao sistema produtivo 

Nesse aspecto a produção de embriões in vitro (PIVE) surge proporcionando, a partir de 

um número reduzido de fêmeas com alto potencial genético, o aumento da eficiência 

reprodutiva e velocidade no ganho genético dos animais.  

Para isso, é importante que a completa maturação oocitária ocorra para que estas células 

se encontrem aptas para serem fecundadas, esta maturação é proveniente de mudanças 

simultâneas que ocorrem no núcleo e citoplasma (Trindade et al., 2016). No entanto, as 

condições in vitro podem acabar promovendo danos aos oócitos devido ao estresse oxidativo 

(EO), o que consequentemente compromete sua qualidade e taxas de sucesso na produção de 

embriões. Dessa forma, pesquisas têm reportado que suplementar o meio de maturação in vitro 

(MIV) com diferentes antioxidantes ajudaram a mitigar os danos provenientes do estresse 

oxidativo em que eles são submetidos, e na melhoria da competência de desenvolvimento do 

oócito na PIVE (Andrade et al., 2010, Budani e Tiboni, 2020). 

Assim, o tanino (TA), que dentre suas diversas funcionalidades possui ação 

antioxidante, é um composto presente nas fontes de volumosos e concentrados para os animais 

ruminantes. E assim, desperta o interesse quanto a uma maior elucidação acerca de seus 

potenciais antioxidantes no processo de maturação oocitária. Isto pode ser um diferencial tanto 

no meio in vitro, como na relação entre a alimentação e aspectos reprodutivos das vacas. Por 

isso, visto a necessidade de mais estudos sobre a ação do TA na maturação de oócitos, levou-se 

a realização deste estudo a fim de promover maiores conhecimentos científicos e entender 

melhor as suas funcionalidades.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

 

Investigar os efeitos da suplementação com Tanino (TA) no meio de maturação in vitro 

(MIV). 

 

2.2 Específicos 

 

Observar se há influência do Tanino e suas propriedades antioxidantes em oócitos de 

vacas, durante o processo de maturação e fertilização in vitro, através da observação referente 

à maturação nuclear por meio da observação quanto ao estado meiótico celular e taxas de 

clivagens.  
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Produção in vivo de embriões bovino  

 

Desde o início da utilização da inseminação artificial como aliada à reprodução animal, 

nos anos 1970, que os avanços biotecnológicos dentro da reprodução animal não cessaram, 

agregando em facilidade nos manejos, impactos econômicos, tanto referentes a lucros quanto a 

despesas, dentro dos sistemas de produção (Gonçalves, 2008).  

A produção in vivo de embriões, que também pode ser denominada como múltipla 

ovulação e transferência de embriões (MOTE), abrange: a indução de estro das fêmeas que 

serão doadoras, superovulação, fecundação dos oócitos seja por inseminação ou monta natural, 

a coleta dos embriões a partir da lavagem realizada no útero, seguida pela transferência destes 

para o útero de fêmeas receptoras sincronizadas. Há também a possibilidade em ser realizada a 

criopreservação dos embriões, assim, são armazenados para ser transferidos em outro momento 

como também, para estudos científicos (Fonseca et al., 2014). 

Há mais de 40 anos, a produção de embriões in vivo tem sido implementada como técnica 

aliada à reprodução de fêmeas bovinas. No entanto, a variabilidade quanto à resposta do 

protocolo da superovulação e para a produção de embriões, também os custos atrelados aos 

protocolos hormonais se apresentam como alguns fatores limitantes. Em virtude as vacas serem 

monovulatória, há necessidade do emprego de gonadotrofinas, principalmente o hormônio 

folículo estimulante (FSH) para promover o desenvolvimento de múltiplos folículos para 

ovulação. Também havendo influência da idade, estação do ano, genética da fêmea, aspectos 

nutricionais e sanidade que podem interferir na resposta da indução da ovulação (Mikkola et al. 

2019).   

Os protocolos para a MOTE são uma ferramenta importante que promove condições para 

que as fêmeas produzam um quantitativo de prole superior ao que seria possível no método 

natural durante sua vida produtiva. Com essas tecnologias, há possibilidade na realização de 

práticas para conservação de raças ameaçadas de extinção, importação e exportação de 

germoplasma (Cognié et al., 2003; Fonseca et al., 2014; Pinto et al., 2017). 

Assim, a introdução dessa técnica promoveu condições que agora são indispensáveis à 

reprodução animal, e, desse modo possibilitou o desenvolvimento das demais técnicas da 

biotecnologia, como por exemplo, a da produção e fertilização in vitro (Figueiredo et al., 2007). 
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3.2 Produção in vitro de embriões bovino  

 

O objetivo da produção in vitro de embriões (PIVE) é a produção de embriões que sejam 

viáveis a partir do uso de vacas saudáveis e com alta genética, ou que possam estar 

impossibilitadas em reproduzir por técnicas convencionais. Para o emprego da técnica, podem 

ser utilizadas como doadoras de oócitos, fêmeas a partir dos seis meses, fêmeas penhas ou 

mesmo no pós-parto (Bueno e Beltran, 2008).  

Segundo dados aferidos no ano de 2019 pela Sociedade Brasileira de Tecnologia de 

Embriões – SBTE, o Brasil, ocupando a nível mundial, a 2ª colocação referente à produção de 

embriões bovinos (Viana, 2021).  

Segundo Souza (2020), a produção in vitro de embriões (PIVE) é um artifício bastante 

utilizado na bovinocultura com finalidades científicas e comerciais. No entanto, para a 

utilização desta ferramenta, é fundamental que seja implementado um manejo reprodutivo 

adequado, para em seguida se proceder todas as etapas até a transferência dos embriões 

(Oliveira, Serapião e Quintão, 2014).   

Algumas técnicas podem ser utilizadas para a coleta de oócitos, tais como: a coleta post 

mortem, caracterizada pela aspiração de folículos ovarianos provenientes de ovários coletados 

de vacas abatidas em abatedouros comerciais; ou a coleta in vivo através da laparotomia ou 

laparoscopia, também pela técnica da aspiração folicular transvaginal guiada por ultrassom 

Ovum Pick Up (OPU) (Varago et al., 2008; Santos, 2022).  

Para a PIVE, no laboratório, três etapas são necessárias: maturação in vitro (MIV), 

fertilização in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV) dos embriões (Varago, Mendonça e Lagares, 

2008).  
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3.3 Maturação in vitro de oócitos bovino   

 

 Essa etapa é composta por modificações ocorridas no núcleo e citoplasma da célula 

(Rao et al., 2022), sendo a expansão das células do complexo cumulus oophorus (COC) 

sinalizadora da etapa da maturação oócitária (Figura 1) (Gupta et al., 2005). Esse processo se 

caracteriza como uma etapa extremamente importante para a produção de embriões, pois 

promove condições para que estes possam alcançar potencial para o desenvolvimento 

embrionário. Fatores como a qualidade dos oócitos, modo de coleta e condições de cultura do 

embrião.também implica o sucesso desta etapa (Mikkelsen, Smith e Lindenberg, 2000; 

Hatirnaz, 2018).  

 

Figura 1. Oócitos após 24 horas de maturação com a expansão das células do complexo 

cumulus oophorus (COC) sinalizando a maturação. Fonte: Arquivo pessoal (2023). 

Outro fator que influencia diretamente no sucesso da PIVE são as células do cumulus 

que promovem o aumento do número de espermatozoides fecundantes ao redor do oócito, 

gerando um microambiente facilitador para a capacitação espermática e fecundação, 

protegendo o oócito quanto ao enrijecimento da zona pelúcida. Elas compõem uma organização 

de nutrição e suporte sendo fundamentais para o crescimento e evolução da célula durante as 

etapas de MIV e Fertilização in vitro (FIV) (Palma, 2008; Sutton-McDowall e Thompson, 

2015).  

Quanto as modificações referentes ao citoplasma da célula, a realocação dos grânulos 

corticais é uma das mais importantes alterações que ocorrem pois evita a poliespermia sendo 

assim, importante para o processo de fecundação in vitro. Também há reserva de proteínas, 

RNA mensageiro e transcritos que foram sintetizados para que o zigoto suporte a transição 

materno-zigótica e torne-se embrião (Ferreira et al., 2009; Gonçalves et al., 2008; Varago et 

al., 2008). 
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  A maturação nuclear, in vitro,  possui uma duração entre 18 e 22 horas (Rodrigues-

Cunha et al., 2015), condiz com a regulação da síntese proteica e adenosina trifosfato (ATP), 

separação cromossômica e organelas celulares (Ferreira et al., 2009), envolvendo uma 

reorganização dos microtúbulos, rompimento do envoltório nuclear, condensação dos 

cromossomos, ocorrendo sucessivas divisões celulares (Figura 2) até a expulsão do primeiro 

corpúsculo polar e retenção na metáfase II (Figura 3) (Cha e Chian, 1998).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Etapas da maturação nuclear oocitária. Fonte: Embrapa (2014). 
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Figura 3. Oócito em metáfase II com extrusão do primeiro corpúsculo polar (P). 

Fonte: Arquivo pessoal (2023). 
 

A célula permanecerá em metáfase II até que ocorra a fecundação com o 

espermatozoide, e então, a partir deste evento a ativação do oócito ocorre dando continuidade 

às divisões meióticas, ocorrendo a expulsão do segundo corpúsculo polar, que por sua vez, 

sinaliza a ocorrência da fecundação (Varago et al., 2008).  

A maturação nuclear é referente ao retorno da meiose e continuidade da metáfase II, 

citados anteriormente, promovendo o preparo das organelas para a fertilização através de 

mudanças, por exemplo, nas mitocôndrias e aparelho de Golgi (Roelen, 2020; Rakha et al., 

2022). O conjunto de (alterações/modificações) bioquímicas e moleculares pelas quais passam 

os oócitos até a maturação deve ser controlado com rigor para que o gameta possua capacidade 

de ser fertilizado. (Wrenzycki e Stinshoff, 2013). Esta etapa é fundamental, pois, oócitos com 

maturação nuclear normal, mas com problemas em sua maturação citoplasmática não possuirão 

capacidade para serem fecundados e consequentemente não irão progredir no desenvolvimento 

embrionário (Bevers et al., 2002). 

Ao obter oócitos para realização da MIV, durante a etapa de seleção destas células deve 

ser realizada uma rigorosa avaliação quanto à sua qualidade. Assim, os oócitos podem ser 

classificados em quatro graus, como exposto no Quadro 1, conforme o proposto por Gonçalves 

et al. (2021) adaptado de Leibfried e First (1979).   

  

P 
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Quadro 1. Classificação quanto aos graus de maturação do oócito  

Grau Descrição 

I  

 

 

Oócitos com cumulus compacto e mais de três camadas de células. Ooplasma 

com granulações finas e homogêneas, preenchendo o interior da zona pelúcida 

e de coloração marrom, sendo considerado viável. 

II 

 Oócitos com menos de três camadas de células do cumulus oophorus. 

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 preenchendo 

todo espaço interior da zona pelúcida, também considerado viável. 

III  

 Possuem as células do cumulus presente, mas expandido. Ooplasma 

contraído, com espaço entre a membrana celular e a zona pelúcida, 

preenchendo irregularmente o espaço perivitelino, degenerado, 

vacuolizado ou fragmentado. Sendo o último grau em que os oócitos são 

considerados viáveis. 

IV  

 Oócitos denominados desnudos sem a presença de células do cumulus, 

citoplasma com cor e granulação anormais ou com células expandidas 

com aspecto apoptótico. Esses oócitos são descartados, não passando para 

o processo de fertilização em laboratório. 

Fonte: Adaptado de Gonçalves (2021); imagens: arquivo pessoal. 
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3.4 Fertilização in vitro de oócitos bovino  

 

Para fertilização in vitro ser realizada com eficácia os gametas necessitam ser 

preparados adequadamente (Dode e Rodovalho et al., 2000).  O preparo do sêmen se dá por 

técnicas que facilitam a dissociação das células espermáticas vivas dos demais componentes 

seminais e crioprotetores presentes. O swim-up, gradiente de Percoll e o lavado espermático são 

técnicas utilizadas, no entanto, é importante a utilização de um método que seja eficaz, acessível 

e recupere os espermatozoides móveis sem danificá-los e removendo as substâncias tóxicas e 

bioativas (Gonçalves, 2008).  

Com os oócitos maturados, faz-se necessário para a FIV a utilização de espermatozoides 

descongelados, sendo o modo comumente utilizado para seleção de células viáveis a 

centrifugação em gradiente de Percoll 45-90%. E em seguida são quantificados os 

espermatozoides que serão utilizados através de contagem na câmara de Neubauer. A incubação 

possui duração de 12 a 24 horas, podendo variar, se o sêmen for sexado ou convencional 

(Rodrigues et al., 2000).  

Com a realização da FIV há início de diversas reações bioquímicas como o aumento da 

motilidade espermática, capacitação, reconhecimento de receptores presentes na zona pelúcida 

do oócito, reação acrossomal, junção na membrana plasmática do oócito para finalmente ser 

incorporado ao citoplasma (Dode e Rodovalho, 2000).  

A capacitação das células espermáticas promove a remoção e alteração nas 

glicoproteínas periféricas, redução nos níveis de colesterol e alterações quanto à distribuição e 

composição de certos fosfolipídios da membrana espermática. Com estes eventos há exposição 

de fatores que proporcionam a interação entre oócito e espermatozoide, este, quando 

capacitado, e com o acrossoma intacto, atravessa as células do cumulus (Borges, 2008).  
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3.5 Cultivo in vitro de embriões bovinos   

 

Com a maturação e fecundação realizadas, o zigoto será formado e passará por clivagens 

até ser denominado blastocisto. Mas, há um momento crítico posterior à fecundação onde 

ocorre a formação do pró-núcleo (Figura 4), com o reinício da segunda meiose, este ocorre, em 

virtude do embrião, no desenvolvimento inicial, depender do material genético que se acumulou 

durante a maturação até o estado de divisão em 8 a 16 células, denominada transição materno-

zigótica (Blondin e Sirard, 1995; Minami, 1996; Brevini-Gandolfi e Gandolfi, 2001; Camargo 

et al., 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Oócito fertilizado com presença de dois pró-núcleos (PN) e dois corpúsculos 

polares (P). Fonte: Veeck (1999). 

 

O cultivo embrionário in vitro (CIV), assim como a MIV e FIV, requer condições 

adequadas para seu sucesso. Com duração entre 7 a 9 dias, deve ocorrer em temperatura e 

atmosfera controladas e umidade saturada, para que, normalmente no 7º dia, a taxa de 

blastocisto seja avaliada (Gonçalves et al., 2007; Varago et al., 2008). O desenvolvimento 

embrionário antes da implantação possui etapas importantes como: a clivagem, ativação do 

genoma embrionário, a compactação dos blastômeros, diferenciação do trofoblasto e 

embrioblasto, preparo e desenvolvimento da blastocele, finalizando, com o rompimento da zona 

pelúcida (Lonergan et al., 1999).  

Os embriões e oócitos cultivados in vitro não têm defesas eficazes contra os estresses 

gerados devido as condições em que são manipulados no laboratório, isto quando comparado 

ao ambiente in vivo, por isso, pesquisas tem estudado a suplementação de substâncias 

P 

P 

PN 

PN 
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antioxidantes a fim de minimizar os danos oxidativos através da manutenção do estado redução-

oxidação celular (Kitagawa et al., 2004; Rocha-Frigoni et al., 2015).  

 

3.6 Características dos embriões produzidos in vitro 

 

  Os embriões produzidos in vitro (PIVE) apresentam uma zona pelúcida mais frágil, com 

menos células, uma ultraestrutura diferente quando comparado aos produzindo in vivo devido 

apresentarem mais lipídeos, menor quantidade de microvilosidade e alta quantidade de debris 

celulares (Crosier et al.,2001; Abe et al.,2002). Devido a estas diferenças, o embrião PIV possui 

menor taxa de criotolerância e prenhez (Morató et al.,2010; Sudano et al.,2014).  

Visando a otimização na PIVE, cada vez mais, pesquisas têm sido realizadas com o 

intuito de observar e avaliar fatores intrínsecos e extrínsecos que possam comprometer o 

metabolismo e a aptidão do desenvolvimento em embriões PIV (Santos, 2022).  Visto que, para 

bovinos, as taxas médias da produção de embriões obtidas estão variam entre 20 a 50% e de 

gestações de 30 a 40% (Camargo et al., 2006).  

 Outro detalhe se dá referente a Glutationa (GSH), conhecida pelo seu potencial em 

proteger as células contra o estresse oxidativo. Nas condições in vitro, sua produção acaba 

sendo maior devido ao maior estresse celular proveniente de fatores como: interferência de luz, 

gases e a presença de espermatozoides presentes neste sistema (Wang et al., 2002, Livingston 

et al., 2009). 

 

3.7 Fatores que inferem na produção de embriões in vitro  

 

Pesquisas mostraram que o tamanho do oócito influencia na habilidade do oócito em 

recomeçar a meiose in vitro. Os aspectos referentes a morfologia nuclear e das células do 

cumulus, que são critérios de seleção para a realização da MIV, podem inferir na PIVE visto 

que em estudos realizados pode ser observado que oócitos com duas ou mais camadas de COC 

possuem capacidade em se desenvolver mesmo após 48 horas de cultivo, onde quando possuem 

apenas uma camada destas células se degeneram após este tempo ( Nickson et al., 1993, Luvoni 

et al., 2005). Dessa forma, a importância dos COC pode ser observada estas são responsáveis 

pela transferência de nutrientes da granulosa para o oócito durante seu crescimento (Renton et 

al., 1991). 
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A raça tem evidência como um fator que infere na competência de desenvolvimento 

oocitária e isto se reflete na qualidade dos oócitos devido a fatores genéticos ou citoplasmáticos 

maternos (Fischer e Bavister, 1993). Assim, raças para corte ou leite apresentam diferenças em 

suas taxas de blastocistos tornando-se mais evidentes nos estudos quando associados à 

condições ambientais, que também afetam na qualidade dos oócitos produzidos (Fischer et al., 

2000, Boediono et al., 2003). Vacas Bos taurus como a exemplo as Holandesas, apresentaram 

oócitos com qualidade inferior as Bos indicus da raça Brahman na pesquisa realizada por Rocha 

et al. (1998). 

 Segundo Camargo et al. (2005), oócitos de novilhas mestiças Bos indicus de 4 a 7 meses 

de idade tiveram menor probabilidade em se desenvolverem em blastocistos após a FIV do que 

oócitos de vacas adultas. No entanto, os oócitos de novilhas mestiças de 9 a 14 meses de idade 

foram tão competentes quanto os oócitos de adultos. As raças dessa espécie possuem grande 

capacidade em controlar sua termorregulação, dessa forma, por esta característica de adaptação 

estes animais possuem melhor sobrevivência em climas quentes e isto pode se refletir na 

adaptação genética que resulta em um maior desenvolvimento e competência celular quando 

este gado está neste tipo de ambiente (Paula-Lopes et al., 2003, Hansen, 2004,). 

Um outro fator importante é o tempo de cultivo sabe-se que quanto maior o tempo de 

cultivo, maior será a progressão para o estágio de MII, assim como degeneração celular, embora 

todos os oócitos hábeis a maturarem apresentem a extrusão do primeiro corpúsculo polar após 

24 horas de cultivo (Nickson et al., 1993). Portanto, o ideal é que se consiga um equilíbrio entre 

o meio de cultivo utilizado e o período de incubação de forma a se obter melhores taxas de 

maturação com níveis de degeneração reduzidos. 

A concentração de oxigênio também pode inferir visto que em algumas pesquisas pode 

ser observado que nas tensões de 5% e 20% em meios TCM 199 e CRML 1066, que são 

comumente utilizados para produção in vitro, houve taxas de maturação similares (Songsasen 

et al., 2001). Também se tem estudado a comparação entre as baixas tensões de O² (5%) com 

tensões encontradas na atmosfera (20%) onde testar a baixa tensão é referente a tentativo em 

simular os níveis de oxigênio que são encontradas no trato reprodutivo desses animais (2-6%), 

como também, a fim de prevenir a formação das espécies reativas de oxigênio (Silva et al., 

2009, Fischer e Bavister, 1993). 

E quanto aos meios utilizados, estes são suplementados com fontes proteicas como 

soro fetal bovino (SFB) e albumina sérica bovina (BSA) pois, para a espécie foi comprovada 
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a relação do seu uso com o aumento nas taxas de maturação oocitária e sobrevivência 

embrionária (Ribeiro, 2007). 

 

3.8 Espécies Reativas de Oxigênio (EROS) e Estresse Oxidativo (EO)   

 

Naturalmente, o metabolismo celular produz as espécies reativas de oxigênio (EROS) 

decorrente de alterações na normalidade de fatores como: pH, temperatura, osmolaridade, alta-

tensão de oxigênio (O2) e tensão de CO2, composição dos meios para cultivo e exposição a luz. 

Estas, quando em altas concentrações, resultam no estresse oxidativo da célula, fazendo com 

que esta perca sua qualidade alcançando até mesmo a inviabilidade para a produção de embriões 

in vitro (Silva et al., 2010, Trindade et al., 2016). Não se limitando apenas a isto, também pode 

se ocasionar a quebra do DNA durante a replicação, o que compromete a polimerização, e causa 

danos nas células, tecidos e, eventualmente, a apoptose celular (Costa et al., 2022).  

As EROS, in vivo, desempenham papéis fundamentais para que haja o desenvolvimento 

do oócito e ovulação (Rizzo et al., 2012) se caracterizando como um processo fisiológico 

importante, que está ligado ao metabolismo celular e cuja síntese é desencadeada, tipicamente, 

durante a redução de oxigênio no interior da mitocôndria (Li et al., 2017 

Estes comprometimentos ocorrem devido ao processo de estresse oxidativo que gera 

desequilíbrio referente aos compostos oxidantes e antioxidantes, oriundo da grande quantidade 

de radicais livres ou pela velocidade em removê-los. Esse processo faz com que haja oxidação 

de biomoléculas com perda de funções e desequilíbrio homeostático (Halliwell e Whiteman, 

2004).  A ineficiência quanto as formas de minimizar as espécies reativas de oxigênio se 

caracteriza como um fator limitante dentro da PIVE (Takao et al., 2015). 

As espécies reativas de atuam desde a transdução de sinais intracelulares, especialmente 

relacionado com o controle do ciclo celular, até diferenciação e apoptose. Como são resultantes 

de reações intracelulares, a manipulação, tanto in vitro como in vivo, propicia a sua produção 

(Agarwal et al., 2005; Agarwal et al., 2008; Crocomo et al., 2012). Desse modo, o estresse 

oxidativo se caracteriza como um agente primário na perda de qualidade oocitária. E, fatores 

como: idade da fêmea, nutrição, sanidade ou mesmo o acúmulo de danos às mitocôndrias, 

provenientes do metabolismo biológico diário acabam resultando nesse impacto (Bentov et al., 

2011; Zhang et al., 2019).  

O estresse oxidativo é danoso às células da granulosa, podendo ocasionar perda de 

função, apoptose celular, atresia folicular e crescimento irregular (Lee et al., 2013; Li et al., 
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2016; Zhang et al., 2016). Dentre as organelas, as mitocôndrias são as primeiras a se degenerar 

por serem local de origem das espécies reativas de oxigênio, pela cadeia transportadora de 

elétrons na respiração celular. Por isso, qualquer inferência nesta organela resulta em 

degeneração da granulosa e perda de qualidade folicular in vitro devido o comprometimento 

dos folículos ovarianos cultivados (Shi et al., 2016; Hori et al., 2013; Green, Brand e Murphy, 

2004).   

Quando na presença de compostos próximos, as EROS que são instáveis 

eletronicamente, tornam-se reativas e isso pode acarretar consequências referente ao 

recebimento de elétrons (agentes oxidantes) ou a doação de elétrons (agentes redutores). Na 

célula, a mitocôndria se caracteriza como local para produção desses compostos devido ao seu 

processo de respiração celular incluir O2. Devido a suas características químicas, o oxigênio 

acaba retendo uma alta reatividade resultando na produção dos radicais livres como exemplo: 

superóxido (O2-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (OH-) (Ferreira e 

Matsubara, 1997; Menezo, 2016). 

Não há como evitar em sua totalidade que o estresse oxidativo ocorra, no entanto, pode-

se diminuir a produção de EROS durante a produção in vitro reduzindo a tensão de oxigênio 

durante o cultivo e/ou suplementando os meios de cultivo com substâncias que possuam 

propriedades antioxidativas (Trindade et al., 2016). Já que estes, exercem um importante papel 

referente a diminuição dos impactos causados pelas espécies reativas de oxigênio (Andrade et 

al., 2010; Ribeiro, 2005). 

3.9 Antioxidantes e sua atuação 

 

As substâncias antioxidantes podem ser definidas como um meio que quando em certas 

quantidades, em comparação ao substrato oxidável é capaz de inibir ou atrasar de forma eficaz 

a oxidação (Barbosa et al., 2010), minimizando assim, a ação das EROS impedindo sua origem 

e o impacto destes radicais (Clarkson e Thompson, 2000, Koury e Donangelo, 2003). 

Os antioxidantes são compostos basicamente por: enzimas, aminoácidos, substratos 

energéticos e compostos fenólicos, podendo ser categorizados como não enzimáticos e 

enzimáticos. Os não-enzimáticos atuam protegendo os alvos da oxidação, assim promovendo a 

inibição e eliminação ou mesmo inativando a oxidação. São exemplos desses: ácido ascórbico, 

tocoferol, selênio, zinco, taurinas e hipotaurinas, glutationa, piruvato, betacaroteno, caroteno, 

cistina, entre outros (Andrade, 2010; Leite, 2003; Ribeiro, 2005). 
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Os antioxidantes enzimáticos, atuam como sequestradores das espécies reativas de 

oxigênio e quelantes. Estes contêm os radicais livres controlando assim, suas concentrações. 

Os quelantes têm capacidade de se complexarem com íons metálicos, assim bloqueando as 

formações de EROS, principalmente a hidroxila (Gutteridge e Halliwell 2000; Hosaka et al., 

2005; Leite, 2003).  

Estes compostos normalmente atuam convertendo as espécies reativas de oxigênio em 

água a fim de evitar a sua alta concentração (Silva et al., 2010). Dessa forma, os antioxidantes 

podem ser utilizados nos meios de cultura para a produção in vitro a fim de proteger os oócitos 

e embriões do estresse oxidativo. Atuando na prevenção e retardo, ou diminuição dos danos 

originados durante esta produção (Costa, 2022).  

Devido à capacidade em minimizar o EO oferecendo um ambiente similar ao in vivo, 

também são utilizados por sua capacidade de controle ao estresse oxidativo proveniente da 

modulação positiva dos compartimentos celulares (Costa et al., 2022).  

Dentre tantos antioxidantes existentes há a Glutationa (GSH) que possui um certo 

destaque por ser o maior e mais importante composto tiol-sulfidril não protéico, presente em 

todas as células de mamíferos. Ela atua possui alto potencial na proteção celular sob os danos 

causados às células devido as EROS e mantendo ainda o potencial redox intracelular (Luberda, 

2005).  

Além disso, a GSH exerce efeito na descondensação do material genético espermático 

e formação do pro-núcleo masculino (Abeydeera et al., 1998). Assim, a glutationa pode ser 

utilizada para analisar a maturação bioquímica, sua viabilidade e o potencial desenvolvimento 

oocitário, devido ao seu potencial como marcador (Zuelke et al., 2003).  

Pesquisas realizadas certificam a melhora de forma espontânea na meiose, aumento do 

armazenamento da glutationa (GSH) e por sua vez contribuindo na proteção embrionária de 

oxidações nos estágios de desenvolvimento inicial e pré-implantação (Khazaei et al., 2021). 

São exemplos, a transferrina, selênio e ácido ascórbico, amplamente utilizados com resultados 

expressivos, mas, não têm efetividade as necessidades observadas nesses sistemas in vitro (Luz 

et al., 2013; Santos et al., 2014). Assim, realizar estudos com a finalidade em caracterizar e 

explorar melhores compostos alternativos naturais se faz necessário para avaliar se há influência 

manutenção do equilíbrio redox (Costa et al., 2022). 

 

Estratégias vêm sendo pesquisadas a fim de otimizar as produções in vitro adicionando 

aos meios utilizados, substâncias com as propriedades antioxidantes (Costa et al., 2022). Pois, 

mesmo com a notória contribuição dos antioxidantes para a produção de embriões, ainda há 
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necessidade em mais pesquisas sobre as vias de uso, concentração de componentes e também 

quanto à busca de novos componentes com propriedades antioxidantes que sejam seguros para 

o uso (Amaral, 2022).  

 

3.10 Tanino (TA) e seu mecanismo de ação 

 

Até o momento, os resultados obtidos em termos de qualidade oocitária e produção de 

blastocisto são variáveis, justificando a necessidade de se avaliar novos agentes capazes de 

atuar no controle do estresse oxidativo e modular o funcionamento dos oócitos. Neste caso tem-

se o tanino (TA), que está incluso numa classe de compostos que pode ser encontrado em uma 

gama de alimentos à base de plantas, especificamente frutas vermelhas, café, nozes e feijões. 

Este, por sua vez, se caracteriza sendo um poderoso antioxidante, portanto, exibe várias 

propriedades farmacológicas, como: habilidades antitóxicas, anticancerígenas, antialérgicas, 

antivirais e antibacterianas (Chung et al., 1998; Kaczmarek et al., 2020; Nagesh et al., 2020). 

Este também se encontra presente no trato reprodutivo de indivíduos do sexo feminino 

e masculino (Roychoudhury et al., 2017), sendo atuante na saúde e desenvolvimento dos 

folículos ovarianos, regulação de hormônios reprodutivos como o hormônio folículo-

estimulante (FSH), a progesterona (P4) e o hormônio luteinizante (LH) in vivo (Manzoor et al., 

2020).  Além disso, a oportunidade de explorar substâncias fitogênicas como o tanino, ganhou 

atenção na nutrição dos rebanhos como alternativas naturais de aditivos alimentares a 

antibióticos para melhorar o desempenho produtivo e reprodutivo do rebanho (Sallam et al., 

2018).  

Quando utilizados em experimentações in vivo o tanino mostrou-se um potente 

modulador na capacidade em fertilização (Spinaci et al., 2018), também sendo capaz de 

aumentar os níveis de GSH (Glutationa) e diminuir as ROS durante a MIV (Spinaci et al., 

2019). E na espécie suína diminuiu a polispermia devido a inibição de atividade da 

hialuronidase presente no sêmen desses animais (Tatemoto et al., 2006).  

Em experimentos in vitro, o TA exerceu um poderoso efeito biológico na modulação 

fina da capacidade de fertilização do espermatozoide (Spinaci et al., 2018), enquanto a 

suplementação de TA para sêmen de varrões descongelados, também pode melhorar a 

eficiência da fertilização in vitro (Galeati et al., 2020). Além disso, a suplementação com TA 

reduziu as EROs e aumentou o nível de GSH durante a MIV (Spinaci et al., 2019). 
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Mas ainda assim, os mecanismos de atuação do tanino não são conhecidos e as 

informações quanto as atividades nas células germinativas femininas precisam ser mais 

elucidadas, especialmente, no desenvolvimento das células germinativas femininas. (Yin, 

2021).   

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Desenho experimental  

 

Durante a maturação, como descrito anteriormente, os COCs foram sendo submetidos a 

tratamentos com diferentes concentrações de Tanino (Sigma), correspondendo aos grupos 

experimentais: TA0 = sem adição de Tanino (controle); TA1 = 1 µg/mL de Tanino; TA10 = 10 

µg/mL de Tanino e TA100 = 100 µg/mL de Tanino. Após a maturação, os COC foram 

desnudados e submetidos à avaliação da maturação nuclear. 

 

4.2 Coleta de oócitos e maturação in vitro (MIV)  

 

Ovários de vacas adultas foram obtidos em abatedouro comercial e transportados ao 

Laboratório de Biotécnicas Aplicadas à Reprodução – LBR, no Departamento de Medicina 

Veterinária da Universidade Federal Rural de Pernambuco – SEDE. Estes foram lavados em 

solução salina (0,9% NaCl) a 38 °C, contendo solução antibiótico/antimicótico (Ab/Am; 100 

U/mL penicilina, 100 μg/ml estreptomicina e 0,25 μg/mL amfotericina B; Gibco, Life 

Technologies, Grand Island, NY, USA). Folículos antrais entre 2-8 mm de diâmetro foram 

aspirados com agulha 18 G conectada a seringa de 10 mL. Os aspirados foliculares foram 

agrupados em tubo cônico e permitido sedimentar por 10 min (Figura 5).  
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Figura 5. Aspiração dos folículos antrais e recuperação oocitária.  

Fonte: Arquivo pessoal (2023). 

 

Após sedimentação, os complexos cumulus oophorus (COC) foram recuperados do 

fluído folicular, separados e lavados três vezes em Meio de Cultura de Tecidos 199 

(TCM199/HEPES; Gibco, Life Technologies) suplementado com gentamicina (50 μg/mL).   

Apenas COCs com citoplasma homogêneo e uma ou mais camadas de células do 

cumulus compactas foram selecionados, lavados e alocados em gotas de 100 μL de meio de 

maturação em placas de petri 35 mm (Nunc, Roskilde, Dinamarca). As gotas foram cobertas 

com óleo mineral e incubadas por 24 horas a 38,8 °C com 5% de CO2 e umidade máxima. O 

meio de maturação consistiu em TCM199/Bicarbonato (Gibco, Life Technologies), 

suplementado com 10 μg de FSH, 10 μg de LH, 2 mM de L-glutamina, 0,3 mM de piruvato de 

sódio, e 50 μg/mL de gentamicina (Figura 6).  
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Figura 6. Esquema referente ao processo de maturação in vitro. Fonte: Arquivo pessoal (2023). 

 

4.3 Avaliação do estágio meiótico  

 

Após a maturação, uma parte dos oócitos foram separados e as células do cumulus foram 

removidas mecanicamente através de cuidadosas pipetagens em PBS-PVP contendo 

hialuronidase a 0,1%. Os oócitos desnudos foram incubados com 10 μg/mL Hoechst 33342 em 

PBS-PVP por 20 min à temperatura ambiente, lavados três vezes em PBS-PVP e montados em 

lâminas com meio de montagem ProLong® Golg (Molecular Probes, Life Technologies, 

Eugene, OR, USA), cobertos por lamínulas suportadas por colunas de parafina e seladas com 

verniz para unhas (Figura 7). A maturação nuclear completa foi mensurada em termos de taxa 

de metáfase II (MII). As demais configurações foram classificadas como oócitos que 

reiniciaram o processo de meiose (taxa de metáfase I; MI) ou não (taxa de vesícula germinativa; 

GV) (Figura 8).  

  

Oócitos selecionados lavados, sendo a 

última gota referente ao tratamento 

experimental  
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Figura 7. Processo para confecção de lâminas para avaliação do estado meiótico. Fonte: 

Arquivo pessoal (2023). 
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4.4 Preparação espermática e fertilização in vitro (FIV) 

 

Espermatozoides móveis obtidos a partir de sêmen criopreservado de bovinos, foram 

preparados por centrifugação (15 min a 700 g) em 4 mL de um gradiente de Percoll® (45/90%), 

de acordo com a metodologia descrita por Batista et al. (2011). A concentração espermática foi 

examinada em câmara de Neubauer. Grupos de 15-20 oócitos submetidos à maturação in vitro 

foram transferidos para gotas de 100 μL de meio TALP-fert suplementado com 1 μg/mL de 

hipotaurina sob óleo mineral. Os oócitos foram co-cultivados, em microgotas de 100 μL, sob 

óleo mineral, à temperatura de 38,5 °C em atmosfera contendo 5% de CO2, 5% de O2 e 90% de 

Figura 8. Oócitos corados com Hoechst 33342 para serem avaliados sob microscopia de 

fluorescência. Podendo ser observados oocitos em vesícula germinativa (GV, A), quebra da 

vesícula germinativa (GVBD, B), metáfase I (MI, C), e metáfase II (MII, D). Fonte: Gomes, 

et al. (2018). 
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N2, com espermatozoides capacitados em uma concentração final na gota de 1x 106 sptz/mL 

(Figura 9). 

 

 

Figura 9. Processo de capacitação para inseminação dos oócitos maturados. Fonte: Arquivo 

pessoal (2023). 

 

4.5 Cultivo embrionário (CIV) 

 

Após 18 horas da fertilização, espermatozoides e células do cumulus foram removidas 

mecanicamente dos oócitos. Os prováveis zigotos foram lavados 4 vezes em meio de cultivo 

(fluido de oviduto sintético – SOF) e transferidos para microgotas de 100 μL, sob óleo mineral, 

à temperatura de 38,5 °C em atmosfera contendo 5% de CO2, 5% de O2 e 90% de N2 durante 7 

dias. No entanto, no segundo dia após a fertilização se foi observado sob microscópio as taxas 

de clivagem (Figura 10). 

  

Centrífuga 

durante 15 min a 700 g  

Observação em microscópio referente a 

concentração espermática e posterior 

fertilização dos oócitos maturados. 
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Figura 10. Cultivo celular e observação referente as taxas de clivagem, seta verde sinalizando 

células que apresentaram clivagem no segundo dia após fertilização. Fonte: Arquivo pessoal 

(2023). 

4.6 Análises estatísticas 

 

  Todos os dados foram checados para normalidade e transformados quando necessário. 

Para todas as análises estatísticas, o PROC GLM do SAS para Windows, versão 9.2 (SAS 

Institute, Inc, Cary, NC, USA), foi utilizado. As diferenças foram consideradas significativas 

quando p < 0,05. 

 

4.7 Etapa pré experimental 

 

Devido à necessidade da realização da experimentação com técnica e rigor, algumas 

semanas referentes ao trabalho foram dedicadas para a realização de: treinamento, capacitação 

e aperfeiçoamento das técnicas necessárias. Toda semana, foram realizadas baterias de modo a 

proporcionar prática concernente as etapas da PIVE.  

Segundo dia após 

fertilização: Observação das 

taxas de clivagens  
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Inicialmente os treinamentos concentraram-se no aperfeiçoamento de técnicas e uso 

adequado de pipetadores, visando à preparação de meios de cultivo, preparação de gotas de 

cultivo e manipulação de gametas; treinamento em técnicas de aspiração folicular conforme a 

disponibilidade de material. E sequencialmente, no laboratório, os ovários obtidos de vacas 

adultas abatidas em abatedouro comercial foram submetidos à aspiração dos folículos. 

Após as aspirações, os oócitos foram selecionados e submetidos à MIV e, após a 

maturação, a expansão das células do cumulus pode ser observada (Figura 11A). Em seguida 

sendo submetidas à remoção das células do cumulus por pipetagem (Figura 11B) e 

posteriormente utilizadas para confecção de lâminas para a avaliação da maturação meiótica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. A. Oócitos maturados e selecionados para confecção das lâminas; B. Oócitos sem 

as células do cumulus, desnudas para realização do cultivo (CIV). 

  

A. Células após maturação. B. Células desnudadas para o cultivo. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Na realização da maturação in vitro (MIV) foram obtidos resultados e taxas similares 

para todos os tratamentos TA0 (79,31%) TA1 (72,63%) TA10 (80,95%) TA100 (73,11%). 

Podendo ser observada uma correlação destes resultados com a expansão das células do 

cumulus durante as baterias realizadas (Figura 12). Referente as taxas de clivagem obtidas 

depois da fertilização dos oócitos, foi observado que os tratamentos TA0 (73,13%) TA1 

(63,38%) TA10 (70,90%) apresentaram resultados semelhantes, no entanto, o tratamento T100 

(47,91%) apresentou efeito deletério devido a diminuição significativa nas taxas de clivagem 

(Tabela 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2. Taxas de maturação e clivagem in vitro obtidas na realização do experimento. 

 
T0 -  

CONTROLE 

TA1 –  

1 µg/mL 

TA10 –  

10 µg/mL 

TA100 –  

100 µg/mL 

MIV (%) 79,31a 72,63a 80,95a 73,11a 

CLIV (%) 73,13a 63,38a 70,90a 47,91b 

 

MIV % - Percentual de maturação in vitro dos oócitos. CLIV % - Percentual de clivagem in vitro. 

 

 

 

A. B. C. D.

E. F. G. H.

Controle     1 μg/mL Tanino (TA)  10 μg/mL Tanino (TA)  100 μg/mL Tanino (TA)  

Figura 12. Avaliação da expansão das células do cumulus oophorus após 24 horas de maturação 

in vitro: (A, E) Grupo controle; (B, F) 1 μg/mL TA, (C,G) 10 μg/mL TA; (D,H) 100 μg/mL TA.  
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Os resultados quanto a maturação se assemelham aos obtidos por Yin et al. (2021) e Sun 

et al. (2022), que utilizaram tanino na maturação de oócitos de porcas e observaram que não 

houve diferença significativa na maturação nuclear entre os tratamentos contendo 1 μg/mL e 10 

μg/mL, quando comparado ao grupo controle. No entanto, para o tratamento contendo 100 

μg/mL houve uma significativa redução quanto a taxa de maturação nuclear, quando comparado 

aos demais grupos estudados.  

Apesar das taxas obtidas para a MIV e a expansão das células do cumulus se 

apresentarem similares para todos os tratamentos estudados, não significa que as células estão 

com todo seu conteúdo genético e organelas capacitadas para passar pelas demais etapas que 

compõem a produção in vitro de embriões. Por isso a importância em realizar a leitura das 

lâminas para análise referente ao estágio meiótico da célula após maturação. Pois, quando os 

oócitos estão em metáfase II (MII) da meiose apresentando extrusão do primeiro corpúsculo 

polar (Figura 13) é um indicativo quanto a eficácia da maturação oocitária. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A utilização de antioxidantes durante a MIV pode refletir em uma baixa taxa de 

blastocistos visto que as EROS, em sua formação equilibrada, atuam nos processos metabólicos 

durante a maturação e no desenvolvimento de blastocistos (Sabatini et al., 1999, Guerin et al. 

2001). E isto pode justificar o efeito deletério obtido com o tratamento TA100 referente as taxas 

de clivagens obtidas (47,91%), visto que a suplementação equilibrada com antioxidantes é 

fundamental e esta deve ser ajustada a fim de manter o equilíbrio entre a redução das espécies 

reativas de oxigênio e permitir que os processos de oxirredução celular sejam (Guemra et al., 

2013). 

Figura 13. Oócito em metáfase 2 (a esquerda) corado com Hoeschst 33342 e com extrusão 

do primeiro corpúsculo polar (a direita). 
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Os blastocistos observados no sétimo dia após a fertilização in vitro não resultaram em 

taxas significativas para discussão neste trabalho pois, o número de repetições possíveis para 

que pudesse ser gerado um resultado estatístico significativo, foram pequenas, sendo assim, não 

há como gerar resultados precisos referente a este aspecto. Podendo dessa forma, ser observado 

apenas a estrutura celular resultante, onde, há bastocistos para o tratamento T0 e T10 (Figura 

14A e B) e aos demais tratamentos, até mesmo as clivagens se deram de forma inferior (Figura 

14C e D). 

 

 

 

 

 

 

Suplementar o meio de maturação com os antioxidantes aliado a um adequado controle 

das condições referente a temperatura, gases e manipulação pode promover o aumento quanto 

as taxas de produção de blastocistos (Guemra et al., 2013). Sendo assim, possivelmente, com 

mais repetições resultados positivos para estas taxas poderiam ter sido obtidas. 

.  

  

Controle 

A. B. C. D.

   1 μg/mL Tanino (TA)  10 μg/mL Tanino (TA)    100 μg/mL Tanino (TA)  

Figura 14. Observação de blastocistos ao sétimo dia após a fertilização in vitro: (A) Grupo 

controle; (B) 1 μg/mL TA, (C) 10 μg/mL TA; (D) 100 μg/mL TA. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A utilização do tanino no TA100 (100 µg/mL) apresentou características deletérias 

devido as baixas taxas de clivagens obtidas. Assim, para a suplementação em meios de 

maturação, recomenda-se que sejam utilizadas concentrações inferiores deste antioxidante para 

que suas propriedades otimizem a produção in vitro. 
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