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“O conhecimento existe de duas formas –  

sem vida, armazenado em livros,  

e vivo na consciência dos homens.  

A segunda forma de existência é, afinal, a forma essencial;  

a primeira, por mais indispensável que seja, ocupa apenas uma posição inferior” 

 

 

“O eterno mistério do mundo é a possibilidade de o compreendermos . . .  

O fato de que ele seja compreensível é um milagre.” 

(Albert Einstein) 
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RESUMO 

 

Neste trabalho, foi avaliada a ocorrência de apoptose em embriões bovinos 

produzidos com uso da Dexametasona (DEX) na maturação oocitária e no cultivo in 

vitro (CIV), sendo avaliado o efeito da DEX sobre a qualidade, cinética e 

desenvolvimento embrionário. Em cada repetição foram utilizados 160 oócitos, 

divididos em 2 placas, a primeira destinada à avaliação de Morte Celular Programada 

(MCP), no 4º dia de cultivo, e a segunda à avaliação da cinética, desenvolvimento 

embrionário e contagem do número total de blastômeros, no 7º dia de cultivo. Quando 

comparados os Grupos CTRL, DEX MIV, DEX CIV, e DEX M/C (sem adição de DEX, 

com DEX na Maturação, no Cultivo, na Maturação e no Cultivo, respectivamente) não 

foi observada diferença estatística (p > 0,05) entre as taxas de clivagem, 86,9%, 

79,3%,77,6% e 69,6%, respectivamente, de blastocisto, 42,6%, 30,5%, 36,4% e 29,6%, 

respectivamente e número total de células, 104 ± 54, 84 ± 32, 94 ± 36 e 94 ± 32, 

respectivamente. Nos grupos de DEX CIV e DEX M/C houve predomínio de embriões 

em estágio de blastocisto inicial e blastocisto, 70,4% e 51,3%, respectivamente (p < 

0,05). De acordo com o número de células, a presença ou não de fragmentação 

citoplasmática e a ocorrência de MCP em pelo menos 1 célula, os embriões foram 

classificados em RUINS, MÉDIOS, e BONS. Observou-se que o grupo DEX CIV 

rendeu maior percentual de embriões BONS (64,3%) em comparação aos demais grupos 

(p < 0,05), no entanto a ocorrência da apoptose nesses embriões não diferiu do controle 

(p > 0,05). A DEX na MIV aumentou e a DEX na MIV e CIV reduziu a ocorrência de 

apoptose entre os embriões BONS (75 e 0%, respectivamente, com p < 0,05). Conclui-

se que o uso da DEX na MIV e/ou no CIV não afeta a taxa e a qualidade dos embriões 

bovinos produzidos in vitro, porém o uso da DEX no CIV pode sincronizar a cinética do 

desenvolvimento embrionário sem interferir na ocorrência da apoptose nos mesmos. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A agropecuária é umas das atividades mais representativas da economia 

nacional, com o Brasil apresentando o segundo maior rebanho comercial bovino do 

mundo, com 205.9 milhões de cabeças, em 2008 (PORTAL DO MAPA). Em especial a 

indústria da pecuária de corte tem se destacado como um dos setores mais rentáveis. Em 

2007, a exportação de carne superou R$ 13,5 bilhões, deste total, somente a carne 

bovina representou 44% do valor exportado, ou seja, R$ 5,4 bilhões.  

Dada a importância da espécie bovina para a geração de riqueza no país, 

tornou-se essencial a utilização das biotécnicas da reprodução em prol do crescimento e 

do melhoramento genético dos rebanhos. Das biotécnicas atualmente disponíveis as que 

mais têm contribuído para o melhoramento e crescimento dos rebanhos têm sido a 

Inseminação Artificial, a Transferência de Embriões, e a Produção In Vitro de Embrões 

(PIVE). 

 Destas, a PIVE é a que permite maior aproveitamento da eficiência 

reprodutiva do animal, pois é possível obter de 50-100 embriões/fêmea/ano (VARAGO 

et al., 2008), por isso a PIVE, atualmente, é uma biotécnica em processo de acelerada 

difusão na pecuária brasileira, com estimativa de 204.029 embriões produzidos in vitro 

e transferidos no Brasil somente no ano de 2008 (REVISTA DA SBTE, 2009).  

Embora tenha sido aprimorada nas últimas décadas (VARAGO et al., 2008) 

são necessários mais estudos para o aumento da eficiência e qualidade da técnica de 

PIVE, visto que os embriões produzidos in vitro são de qualidade inferior, quando 

comparados aos embriões in vivo (RIZOS et al., 2002a). Isto está relacionado às 

condições sub-ótimas de cultivo, e assim esforços tem sido aplicados no 

desenvolvimento de meios de cultivo e suplementação dos meios já existentes 

(GARDNER & LANE, 1998; THOMPSON, 2000; MINGOTI, 2005). 

 Nesse contexto, a ocorrência de apoptose tem sido largamente utilizada 

como um parâmetro para a avaliação da qualidade de embriões cultivados in vitro e de 

diferentes substâncias utilizadas como suplementos nos meios de cultivo (FEUGANG et 

al., 2004; KOLLE et al. 2002; MAKAREVICH & MARKKULA, 2002; YANG et al., 

1998). 
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 Como estudos anteriores (SASSON et al., 2001; SASSON et al., 2002; 

SASSON & AMSTERDAM, 2002) tem demonstrado que o uso de glicocorticóides tem 

influência positiva diminuindo a ocorrência de apoptose, e melhorando a organização do 

citoesqueleto e comunicação intercelular, mediada por caderinas e junções do tipo Gap, 

em células da granulosa. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da 

suplementação dos meios de cultivo utilizados na PIVE com Dexametasona, um 

glicocorticóide sintético, sobre a ocorrência de apoptose em embriões bovinos 

produzidos in vitro de maneira a melhorar a eficiência da técnica e qualidade dos 

embriões produzidos. 
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1.1  AVALIAÇÃO DA QUALIDADE EMBRIONÁRIA 

Sabe-se que os embriões produzidos in vitro são de qualidade inferior, 

quando comparados aos embriões in vivo, de forma que algumas características 

morfológicas têm sido associadas à menor competência de desenvolvimento do embrião 

produzido in vitro como: elevado conteúdo lipídico (EL RAZEK et al., 2000), 

diferenças metabólicas (KHURANA & NIEMANN, 2000), alta incidência de 

anormalidades cromossômicas (LONERGAN et al., 2004), assim como divisão celular 

atrasada ou anormal (VAN SOOM et al., 1997; LONERGAN et al., 2000), 

freqüentemente acompanhada por fragmentação celular e bloqueio do desenvolvimento 

antes do estádio de blastocisto (TROUSON & BONGSO, 1996). 

Essas características podem ser influenciadas pela constituição dos meios e 

condições do ambiente de cultivo embrionário (temperatura, atmosfera gasosa, número 

de embriões cultivados) principalmente nas etapas críticas do período pré-implatacional: 

as primeiras clivagens, a ativação genômica embrionária, a compactação da mórula, e a 

formação do blastocisto (LONERGAN et al., 2006). 

A caracterização morfológica tem sido o método preferencial de avaliação 

da qualidade, pois não é invasivo, dessa forma preservando a integridade do embrião. É 

baseada em critérios como a cor e compactação dos blastômeros, cinética de 

desenvolvimento, diâmetro do embrião (VAN SOOM et al., 2003), e a morfologia pró-

nuclear, usada para predizer a constituição cromossômica (BALABAN, 2004). 

Ao lado da caracterização morfológica a aplicação de técnicas de biologia 

molecular também tem sido um importante meio de estudo da qualidade do embrião no 

período pré-implantacional (NIEMANN & WRENZYCKI, 2000). Revelando diferenças 

de expressão gênica e protéica, em embriões produzidos in vitro, de genes envolvidos 

no metabolismo, na compactação celular, na apoptose, e no desenvolvimento 

embrionário, como por exemplo, o transportador de glicose-1 (WAGSTAFF et al.., 

1995), a conexina 43 (WRENZYCKI et al., 1996), o Bax (RIZOS et al., 2002b), e o 

Oct-4 (DONNISON & PFEFFER, 2004), respectivamente.  
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1.2. APOPTOSE E QUALIDADE DO EMBRIÃO PRODUZIDO IN VITRO.  

Desde a década de 70 tem-se descrito a ocorrência de células apoptóticas em 

embriões de muitas espécies de mamíferos incluindo camundongos (COPP, 1978), 

bovinos, babuínos, macaco reshus e humanos (HARDY et al., 1999; MOHR & 

TROUNSON, 1982), indicando que a apoptose tem papel importante no 

desenvolvimento embrionário, estando envolvida, por exemplo, na eliminação de 

células anormais (HARDY et al., 2003). No entanto quando ativada de forma aberrante 

pode ser prejudicial à sobrevivência do embrião (HARDY et al., 1999).  

A apoptose não é um evento que se restringe aos embriões produzidos in 

vitro, contudo, durante o cultivo in vitro a apoptose é provavelmente causada por 

condições sub-ótimas de cultivo e tem sido descrita em embriões de humanos (HARDY, 

1999), camundongos (BYRNE et al., 1999), bovinos (MATWEE et al., 2000), equinos 

(MOUSSA e al., 2004), ovinos (RIZOS et al., 2002a) e suínos (KIDSON et al., 2004). 

Por esta razão, a detecção de ocorrência de apoptose tem sido usada para avaliar a 

qualidade do embrião produzido in vitro. 

A exposição à luz e ao estresse oxidativo, por exemplo, pode causar graves 

danos ao DNA, condições à que os embriões produzidos in vitro estão mais suscetíveis 

do que embriões in vivo (TAKAHASHI et al., 1999). Yang et al. (1998) observaram a  

relação direta entre a ocorrência de apoptose e maior concentração de Espécies Reativas 

do Oxigênio (ERO) dentro de embriões humanos, no segundo dia de cultivo. Foi 

relatado também que a concentração de ROS era significativamente maior em embriões 

com fragmentação citoplasmática em relação aos embriões sem fragmentação, nos quais 

não foi verificada ocorrência de células apoptóticas por técnica de TUNEL 

(Hibridização terminal mediada por dUTP – deoxinucleotídeo transferase). Feugang et 

al. (1999) observaram que a adição de β-mercaptoetanol, substância antioxidante que 

aumenta produção de glutationa, ao meio de cultivo in vitro diminuiu a ocorrência de 

apoptose e aumentou a taxa de eclosão e o índice de Massa Celular Interna (MCI) dos 

blastocistos. 

A ocorrência de apoptose, além de estar diretamente relacionada às 

condições de cultivo, pode estar relacionada também ao estágio do desenvolvimento 

embrionário. Matwee et al, (2000) e Gjorret et al (2003b) ao analisarem a ocorrência de 

apoptose em embriões bovinos desde as primeiras clivagens até o estágio de blastocisto 
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observaram maior ocorrência de apoptose durante e após o período de ativação 

genômica, estágio de 8 células, indicando que a apoptose poderia estar sendo sinalizada 

pela supressão de genes  nesses embriões. 

A relação entre morfologia e apoptose e estágio do desenvolvimento é uma 

questão ainda muito discutida (ANTCZAK & VAN BLERKOM, 1999; JURISICOVA 

et al., 1996; JURISICOVA & ACTON, 2004). Jurisicova et al. (1996) avaliaram 

embriões humanos em estágio de 2 células que apresentavam fragmentação 

citoplasmática, que é uma característica estreitamente relacionada a apoptose, embora a 

sua etiologia não seja clara, e verificaram que 75% tinham núcleo positivo para 

TUNEL. Posteriormente Antczak & Van Blerkom (1999) ao analisarem embriões 

humanos, em estágio de 2 a 8 células, com vários graus de fragmentação não detectaram 

marcação positiva para anexina nem para iodeto de propídio.  

Na PIVE ocorre apoptose tanto em embriões quanto em células do cumulus 

oophorus, influenciando negativamente a competência de desenvolvimento dos oócitos 

durante a Maturação in vitro (IKEDA et al., 2003). Assim, a apoptose em células do 

cumulus também tem sido citada como um importante indicador da competência do 

oócito e, por conseguinte, da qualidade do embrião produzido in vitro (LEE et al., 2001; 

YUAN et al., 2005).  
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1.3. A MORTE CELULAR PROGRAMADA (MCP). 

A apoptose, um tipo de morte celular programada (MCP), é um processo 

que está envolvido no desenvolvimento, diferenciação, proliferação, homeostase, e 

remoção de células defeituosas (LEIST & JAATTELA, 2001). A apoptose é importante, 

por exemplo: para a eliminação de grande número de linfócitos auto-reativos durante os 

eventos de rearranjo genético na formação dos receptores de antígeno, dessa forma, 

somente as células imune funcionais são selecionadas, ao mesmo tempo esse 

mecanismo mantém a população de linfócitos relativamente constante (RATHMELL & 

THOMPSON, 2002); para a seleção de folículos dominantes contribuindo, assim, na 

manutenção da homeostase ovariana (HURWITZ & ADASHI, 1992; TILLY et al., 

1991); e no desenvolvimento embrionário de roedores, em que a apoptose é essencial 

para a formação da cavidade amniótica (COUCOUVANIS & MARTIN, 1995). 

A apoptose é um evento complexo, que pode ser desencadeado por 

estímulos, dentro ou fora da célula, capazes de ativar uma cascata de moléculas efetoras. 

A via extrínseca é desencadeada por estímulos externos à célula (TNFα, irradiação, 

drogas), e a via intrínseca é desencadeada por estímulos internos (dano ao DNA, 

estresse oxidativo). Ambas levando à ativação de proteínas pró-apoptóticas da família 

Bcl-2, de caspases, e oncogenes como o p53 (GEWIES, 2003).  

O controle da apoptose é intricado e ocorre pelo equilíbrio entre os 

membros da família Bcl-2; pela ativação de fatores transcricionais de sobrevivência 

celular, como o NF-kB e Mdm2, e regulação de quinases Akt/PKB (KARIN & LIN, 

2002; MAYO & DONNER, 2002). Os membros anti-apoptóticas da família Bcl-2 (Bcl-

XL, Bcl-w, A1, e Mcl-1) são capazes de bloquear a ativação de membros pró-

apoptóticos (Bax, Bak, e Bok), dessa forma, inibindo os eventos apoptóticos que por 

eles seriam desencadeados na mitocôndria (Figura 1), como a liberação de citocromo-c 

e ERO (SKOMMER et al., 2007). 
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Figura 1: Regulação da apoptose pelos membros da família Bcl-2. Em uma célula 

viável os membros anti-apoptóticos, Bcl-2, bloqueiam a ativação de membros pró-

apoptóticos, Bax e Bak, evitando que estes últimos ativem a liberação de citocromo-c e 

ROS pela mitocôndria, o que, por sua vez, desencadearia uma cascata de eventos da 

apoptose. Adaptado de Gewies, 2003. 

 

A célula em apoptose apresenta características morfológicas bem definidas, 

ilustradas na Figura 2, como deformação e perda de contato com as células vizinhas, 

cromatina condensada e marginal a membrana nuclear e membrana plasmática 

danificada. Por fim, a célula fragmenta-se em vesículas encapsuladas chamadas corpos 

apoptóticos que contêm restos de citosol, cromatina condensada e organelas. Os corpos 

apoptóticos são absorvidos fagocitados por macrófagos e removidos do tecido sem 

causar resposta inflamatória (GEWIES, 2003). Na necrose, por sua vez, a membrana é 

rompida em decorrência de uma injúria e o conteúdo celular é liberado 

desordenadamente causando danos às células vizinhas e resposta inflamatória no tecido 

circundante (MAJNO & JORIS, 1995). 
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Figura 2: Eventos celulares dos processos de apoptose e necrose. Apoptose inclui 

“encolhimento” da célula, condensação da cromatina, com posterior “brotamento” da 

membrana e formação de corpos apoptóticos que são fagocitados sem causar 

inflamação. A célula em necrose sofre intumescimento, com perda de integridade da 

membrana, com posterior lise celular causando inflamação. Adaptado de Gewies, 2003. 

 

Baseando-se nas características morfológicas e bioquímicas de células 

apoptóticas existe grande número de protocolos de detecção da apoptose. A coloração 

por hematoxilina e eosina (CAGNOTO et al., 2009), método de COMETA 

(TAKAHASHI et al., 1999) e detecção da atividade de caspases e proteínas relacionada 

a apoptose (ALEXANDRE et al., 2000).  Os métodos mais utilizados para detecção da 

apoptose em embriões pré-implantacionais são o TUNEL e Anexina-V/iodeto de 

propídio (LEVY et al., 1998).  

O TUNEL é fundamentado na detecção da fragmentação do DNA nuclear, 

assim como a maioria das técnicas citadas anteriormente, este é um evento característico 

da apoptose tardia. E a técnica de Anexina-V é fundamentada na afinidade desta 

molécula pela fosfatidilserina, fosfolipídio de membrana plasmática. Na célula em 

apoptose inicial a fosfatidilserina geralmente intracelular é exposta na superfície em 
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função de danos à membrana celular. Quando a apoptose é tardia ocorre fragmentação 

do DNA nuclear com exposição da extremidade 3’, a qual o iodeto de propídeo se 

intercala. Dessa forma, a Anexina-V/iodeto além de detectar a fragmentação do DNA 

também detecta a exposição extracelular da fosfatidilserina (ORMED et. al, 1993). 

 

 

1.4.     AÇÃO DOS GLICOCORTICÓIDES. 

Os glicocorticóides (GCs) são sintetizados na zona fasciculata do córtex da 

adrenal, em resposta ao hormônio adenocorticotrófico (ACTH) quando os níveis de 

glicose no plasma estão baixos. O aumento da concentração de ACTH e cortisol no 

plasma sanguíneo são considerados sinais clássicos de estresse animal, pois os GCs 

aumentam a aptidão para mobilização de energia e possível mudança comportamental 

promovendo uma série de alterações no metabolismo energético como o aumento da 

gliconeogênese no fígado, e degradação protéica nos músculos esqueléticos (DONIN et 

al., 2007).  

O cortisol e a corticosterona são os GCs fisiológicos derivados do colesterol 

e pertencem à classe de hormônios esteróides. Essa classe de hormônios é transportada 

na corrente sanguínea ligada a proteínas plasmáticas e ao chegarem à célula alvo ligam-

se a receptores citoplasmáticos e ativam aceptores nucleares, formando complexos 

receptor-esteróide/DNA os quais estimulam ou inibem a transcrição gênica (SPINOZA 

et al., 2002). Dessa forma, exercem ações metabólicas, reguladoras e 

imunossupressoras, muitas delas relacionadas à fertilidade (Figura 3). 
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Figura 3: Mecanismo de ação do cortisol na célula alvo. O cortisol, hormônio 

lipossolúvel, é transportado na corrente sanguínea ligado a uma proteína plasmática (1). 

Na célula alvo atravessa a membrana (2) e forma complexos ativados receptor 

citoplasmático/cortisol (3). No núcleo da célula ativa aceptores nucleares formando 

complexos receptores/cortisol/DNA (4). Os quais ativam ou silenciam a transcrição 

gênica, e em seguida a tradução e síntese protéica (5). 

 

O metabolismo dos GCs é modulado pelas isoenzimas 11βHSD (11β-

hidroxesteróide desidrogenase) que convertem cortisol a cortisona e vice-versa, 

influenciando os processos de luteinização, ovulação e oogênese (MICHAEL et al., 

2003). O processo de ovulação é um evento inflamatório controlado, promovido por 

elementos pró-inflamatórios (citocinas, prostaglandinas e TNFα), em que primeiro 

ocorre a degeneração da parede do folículo e superfície ovariana, que culmina na 

liberação do oócito maduro (AMSTERDAM & SASSON, 2002). Em seguida na 

resposta anti-inflamatória à ruptura da parede folicular ocorre o aumento da expressão 

de 11βHSD, levando a maior produção de cortisol. O cortisol age sinergicamente a 

gonadotropinas para o aumento da produção de progesterona, dessa forma, estimulando 

a esteroidogênese pós-ovulatória e inibindo a apoptose em células da granulosa (Figura 

4). Assim ocorre a reparação do epitélio e preparo para a próxima seqüência ovulatória 

(AMSTERDAM et al., 1998). 
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Figura 4: Metabolismos dos glicocorticóides na ovulação. A cascata pró-inflamatória 

que promove a degeneração da parede folicular e superfície ovariana, com liberação de 

citocinas, prostaglandinas e TNFα, aumenta a m migração de células de defesa e 

fagocitárias da corrente sanguínea até o folículo. Em resposta à ruptura da parede ocorre 

aumento da produção de glicocorticóides que promovem a resposta anti-inflamatória 

por induzir a apoptose das células sanguíneas, sobrevivência das células da granulosa e 

incremento da produção de progesterona. Adaptada de Amsterdam & Sasson, 2002. 

 

Dessa forma, o uso de GCs na PIVE tem sido indiretamente associado à 

maturação oocitária. Foi verificado que a concentração de cortisol, e taxa de conversão 

de cortisol em cortisona era significativamente maior no líquido folicular de folículos 

pré-ovulatórios comparados a folículos imaturos da espécie humana (HARLOW et al., 

1997; YONG et al., 2000), sugerindo correlação positiva entre a concentração de 

cortisol local e a maturação oocitária. 

Os GCs são conhecidos por suas ações anti-inflamatórias e depressivas 

sobre o sistema imune e liberação de citocinas (AUPHAN et. al, 1995). Por esta razão 

são capazes de induzir apoptose em diversos tipos celulares, principalmente, os 
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pertencentes a linhagem de células hematopoéticas como timócitos (SIKORA et al., 

1996), linfócitos T (ANDREAU et al, 1998) e B (PRUSKY et al., 1997) e células 

cancerígenas (CHAUHAN et al., 1997; MIYOSHI et al, 1997). Por outro lado, 

apresentam efeitos anti-apoptóticos em outros tipos celulares como células da granulosa 

de humanos (SASSON et al., 2001), células epiteliais glomerulares de bovinos 

(MEBMER et. al, 1999b) e células da glândula mamária de camundongo (FENG et al., 

1995). Dessa forma, dependendo do tipo celular podem exercer ações diversas. 

 

1.5.    OS EFEITOS ANTI-APOPTÓTICOS DA DEXAMETASONA. 

A Dexametasona (DEX) é um GC sintético que se liga ao receptor de 

cortisol. Os efeitos anti-apoptóticos da DEX foram primeiramente descritos por 

Mebmer et al. (1999a) em células epiteliais glomerulares de bovinos, a partir daí outros 

estudos realizados comprovaram que os efeitos anti-apoptóticos da droga são 

promovidos pela supressão de vias apoptóticas induzidas por TNFα (SASSON et al., 

2002), pela ativação do gene supressor tumoral p53 (SASSON et al., 2001) e ainda por 

meio da modulação de fatores de sobrevivência, como o BCL-2 e NFkβ (SASSON & 

AMSTERDAM, 2002). E ao mesmo tempo pela regulação de vias de sobrevivência 

celular pela AKT-quinase (WESTFALL et al., 2000) e MAPK (SARKER et al., 2002). 

 Além de suprimir vias apoptóticas e modular fatores de sobrevivência foi 

demonstrada a influência positiva da DEX sobre a transcrição de junções de adesão e 

junções do tipo Gap, bem como a organização do citoesqueleto em células da granulosa 

de bovinos (SASSON et al., 2003). Sabe-se que a interação entre oócito-célula somática 

via junções do tipo Gap, ilustrada na figura 5, é essencial para o crescimento do oócito, 

maturação citoplasmática, comunicação intercelular, e inclusive para a liberação de 

fatores como o GDF-9 e BMP (Proteínas morfogenéticas dos ossos) que tem ação anti-

apoptótica sobre as células da granulosa (HUSSEIN et al., 2005). 
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Figura 5: Interação parácrina entre o oócito e as células da granulosa. O oócito secreta 

fatores de crescimento BMP que chegam às células da granulosa, através de estruturas 

de comunicação intercelular, junções gap, sobre as quais exercem ação anti-apoptótica. 

 

Vários estudos têm relatado a importância da interação com a matriz 

extracelular ou com outras células, mediada por caderinas e junções do tipo Gap, para a 

ativação de vias de sobrevivência celular, e conseqüente proteção contra a apoptose 

(PELUSO et al., 2001; SASSON & AMSTERDAM, 2002).  

Junções do tipo Gap ocorrem em locais de próxima aposição celular, 

permitindo a passagem de íons orgânicos, segundo mensageiros e metabólitos de uma 

célula para outra (BRUZZONE & GOODENOUGH, 1996). São compostas por 

proteínas denominadas Conexinas, que são diferencialmente expressas ao longo do 

desenvolvimento de embriões pré-implantacionais (HOUGHTON et al., 2002), período 

em que são essenciais para os fenômenos de crescimento, compactação e diferenciação 

celular (WRENZYCK et al., 1996).  

Os embriões oriundos de PIVE apresentam fraca compactação, no estágio 

de mórula, em relação aqueles produzidos in vivo (NIEMAN & WRENZYCKI, 2000). 

Ao analisar os perfis de expressão gênica foi observado que in vitro, a Conexina 43 

(Cx43) era expressa em oócitos e embriões em estágio de mórula, mas não em estágio 

de blastocisto, enquanto, in vivo, os transcritos de Cx43 eram detectados em estágio de 
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mórula e blastocisto (WRENZYCKI et al., 1996). Posteriormente, Lonergan et al. 

(2003) verificaram aumento significante da expressão de Cx43 em embriões bovinos, 

cultivados in vivo,  a partir de 16 células até estágio de blastocistos.  

A fraca compactação pode ser um dos fatores que possivelmente contribuem 

para a elevada ocorrência de apoptose entre blastocistos de embriões produzidos in 

vitro. Entretanto são poucos os trabalhos que abordam o uso de GCs e a incidência de 

apoptose durante o desenvolvimento embrionário in vitro. 

 

 

1.6. JUSTIFICATIVA 

Considerando: 1) A relação da apoptose com a degeneração dos embriões 

durante o Cultivo in vitro; 2) os efeitos anti-apoptóticos da DEX pela regulação de vias 

de sobrevivência celular e supressão de outras vias apoptóticas; 3) a influência positiva 

da DEX na organização do citoesqueleto e na comunicação intercelular. Torna-se 

relevante verificar a relação do uso deste glicocorticóide em diferentes etapas da PIVE 

de bovinos (na maturação oocitária e cultivo embrionário) com a incidência de apoptose 

nos estágios iniciais do desenvolvimento embrionário. 
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1.7. OBJETIVOS. 

1.6.1. Objetivo Geral 

- Avaliar o efeito da Dexametasona na maturação oocitária e no cultivo in vitro de 

embriões bovinos em relação a ocorrência de apoptose no desenvolvimento 

embrionário. 

1.6.2. Objetivos específicos 

- Correlacionar morfologia e qualidade embrionária, no quarto dia de cultivo, com a 

ocorrência de apoptose em embriões produzidos in vitro. 

- Avaliar o efeito da Dexametasona sobre o desenvolvimento in vitro de embriões 

bovinos mediante o número total de células, a análise das taxas de clivagem (2º dia de 

cultivo), e da cinética do desenvolvimento (7º dia de cultivo); 

 

 

1.8.   HIPÓTESE. 

O uso da Dexametasona poderá melhorar a qualidade do embrião produzido 

in vitro através da diminuição da ocorrência da apoptose. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS. 

 

2.1.    OBTENÇÃO DE OVÁRIOS E MATURAÇÃO IN VITRO DOS OÓCITOS. 

Ovários bovinos de fêmeas azebuadas foram obtidos em matadouro 

frigorífico SOCIPE, localizado na estrada do Tapanã. Os ovários foram lavados com 

solução PBS, acondicionados em frasco estéril com solução salina de NaCl a 0,9% e 

transportados, a temperatura ambiente, para o Laboratório de Fecundação In Vitro da 

UFPA em um período máximo de 3 horas. 

No laboratório, os complexos cumulus-oócitos (CCOs) foram aspirados de 

folículos de 2 a 8 mm de diâmetro, com auxílio de uma agulha 40 x 12 e seringa de 10 

mL, selecionados em meio H-199 (meio TCM-199 com tampão HEPES, suplementado 

com 11 mg/mL de piruvato, 50 µg/mL de penicilina e 10% de soro fetal bovino- SFB), 

sob lupa estéreo-microscópica (Olympus S240) em capela de fluxo laminar estéril. 

   Os CCOs compactos com no mínimo três camadas de células, ooplasma 

homogêneo, com coloração marrom e circunferência regular (LEIBFRIED & FIRST, 

1979), foram incubados em microgotas de 100 µL de meio de MIV (TCM-199 com 

bicarbonato, suplementado com 10% de SFB, 11 mg/mL de piruvato, 50 µg/mL de 

penicilina, 0,5 µg/mL de PMSG, e 5,0 µg/mL de hCG) na presença ou ausência de 

DEX, por 18 a 21 horas sob óleo mineral estéril e temperatura de 38,5ºC em ar. 
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2.2.    FECUNDAÇÃO IN VITRO (FIV). 

   Para a FIV, o sêmen de um único touro (Bos taurus taurus) foi 

descongelado a 37,0°C por 30 segundos e depositado, cuidadosamente,  sobre um  

gradiente descontínuo de Percoll (45/90%), centrifugado a 200 g, por 7 minutos para 

separação dos espermatozóides viáveis. Após centrifugação, o sobrenadante contendo 

crioprotetor e espermatozóides imóveis foi descartado e o pellet, contendo os 

espermatozóides viáveis, submetido a uma nova centrifugação a 200 g por 3 minutos, 

em 2 mL de meio TALP- FERT. Em seguida, a concentração espermática foi ajustada 

para 2x106 espermatozóides/mL e, 18 a 20 horas após o início da MIV, os CCOs foram 

fertilizados em microgotas de 80 µL de meio de FIV (meio SOF suplementado com 

heparina, penicilamina, hipotaurina, epinefrina e albumina sérica bovina- BSA), sob 

óleo mineral estéril e temperatura de 38,5ºC em ar. 

 

 

2.3.    CULTIVO IN VITRO (CIV).   

Após 27 a 30 horas de fecundação, os prováveis zigotos foram submetidos à 

pipetagens sucessivas para retirada das células do cumulus oophorus restantes e 

espermatozóides aderidos à zona pelúcida e, então, transferidos para microgotas (100 

µL) de meio SOF (TERVIT et al., 1972), suplementado com 30 mg/mL de BSA, 50 

µg/mL de penicilina, e 10% de SFB, segundo modificações de Holm et al. (1999), na 

presença ou ausência de DEX .  

Para dar suporte ao desenvolvimento embrionário foi realizado um sistema 

de co-cultivo dos embriões com monocamada de células da granulosa mediante a 

substituição do meio de MIV das microgotas pelo meio SOF.  
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2.4.    DELINEAMENTO EXPERIMENTAL.  

A concentração de DEX adotada neste trabalho, 0,1µg/mL, foi baseada nos 

resultados obtidos por Carvalho (2009). Para a obtenção dos embriões foram realizadas 

5 repetições. Em cada repetição foram utilizados 160 oócitos, divididos em 2 placas, a 

primeira destinada para avaliação de apoptose no quarto dia de cultivo (Experimento 1), 

e a segunda para a avaliação da cinética, desenvolvimento embrionário e contagem do 

número total de blastômeros no sétimo dia de cultivo (Experimento 2). Cada placa 

continha 80 oócitos divididos de forma aleatória e proporcional entre os quatro grupos 

experimentais, ilustrados na tabela 1: grupo Controle (sem adição de DEX); grupo DEX 

MIV (com adição de DEX somente na etapa de maturação oocitária); grupo DEX CIV 

(com adição de DEX somente na etapa de cultivo in vitro); e grupo DEX M/C (com 

adição de DEX nas etapas de maturação e cultivo in vitro).  

 

Tabela 1: Grupos experimentais com presença ou ausência de DEX. 

Grupos DEX na MIV DEX na CIV 

CTRL −−−− −−−− 

DEX MIV ++++ −−−− 

DEX CIV −−−− ++++ 

DEX M/C ++++ ++++ 

 
CTRL: Controle, sem adição de DEX;  
DEX MIV: Adição de DEX somente na etapa de maturação; 
DEX CIV: Adição de DEX somente na etapa de cultivo; 
DEX M/C: Adição de DEX nas etapas de maturação e cultivo; 
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2.5. EXPERIMENTO 1. CORRELAÇÃO DA QUALIDADE EMBRIONÁRIA 

COM A OCORRÊNCIA DA APOPTOSE. 

Para avaliação da qualidade, no quarto dia de cultivo, os embriões foram 

classificados morfologicamente com auxílio de estereomicroscópio ilustrado na figura 

6ª (Olympus S240), segundo o número total de células. Em seguida foi feita a avaliação 

da apoptose, realizada por meio da técnica de marcação com Anexina V e iodeto de 

propídeo (Molecular Probes, Inc.; Eugene, OR, USA), e visualização por microscopia 

de epifluorescência ilustrado na figura 6B (Olympus BX41).  Posteriormente, os 

embriões foram reclassificados segundo a presença de fragmentação citoplasmática, 

além do número total de células, em três categorias de qualidade: RUIM, REGULAR e 

BOM. Por fim, foi avaliada a ocorrência de apoptose nos grupos experimentais, e nas 

categorias de qualidade dentro de cada grupo experimental. 

 

 

Figura 6: Estereomicrocópio (A) e Microscópio de epifluorescência (B). 
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Os embriões apresentando número de células menor e maior que sete, foram 

classificados como sendo de desenvolvimento “lento” (Figura 7A) e “rápido” (Figura 

7B), respectivamente. Após a classificação os embriões foram lavados em tampão de 

ligação 1X gelado (200 µL do tampão de Ligação 5X em 800 µL de água deionizada), e 

colocados em solução com Anexina V (1,25 µL de Anexina V e 20 µL de regente de 

ligação em 500 µL do tampão de ligação 1X) a 4°C durante 15 minutos. Os embriões 

foram novamente lavados em tampão de ligação 1X, e transferidos para solução com 

iodeto de propídeo (10 µL de iodeto de propídeo em 500 µL do tampão de ligação 1X) 

com adição de fluorocromo hoechst (10 µg/mL) a 4°C por 15 minutos. Após a última 

lavagem em tampão de ligação 1X os embriões de desenvolvimento lento e rápido 

foram, separadamente, montados entre lâmina e lamínula e avaliados sob microscopia 

de epifluorescência. 

 

 

Figura 7: Imagens de embriões bovinos no quarto dia de cultivo in vitro, obtidas na 

lupa estéreo-microscópica, apresentando desenvolvimento “lento” (A) e “rápido” (B). 

 

Com o auxílio do microscópio de epifluorescência os embriões foram 

classificados em três categorias de qualidade, a saber: RUINS, REGULARES e BONS. 

Para tanto, foram consideradas as seguintes características morfológicas: número de 

células e presença de fragmentação citoplasmática. Foram considerados RUINS aqueles 

que apresentavam número de células inferior a 7 e fragmentação citoplasmática 

abundante; REGULARES aqueles com número de células entre 8 e 11 e presença de 
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fragmentação; e BONS os que apresentavam número de células entre 12 e 20 e 

fragmentação mínima ou inexistente (Figura 8).  

 

 

Figura 8: Embriões classificados como RUINS, REGULARES E BONS (A, B, e C, 

respectivamente), sob luz comum para a avaliação da fragmentação citoplasmática no 

quarto dia de cultivo in vitro. Embriões classificados como RUINS apresentando poucas 

células, menos de 7, e abundante fragmentação citoplasmática (A, A’).  Embriões 

classificados como REGULARES, com número de células entre 8 e 11, e pouca 

fragmentação citoplasmática (B, B’). Embriões classificados como BONS com número 

de células entre 12 e 20, e ausência de fragmentação citoplasmática (C, C’). 
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Em seguida, foi analisada a ocorrência de apoptose entre os grupos 

experimentais, assim como em cada categoria de qualidade (RUINS, REGULARES e 

BONS) dentro dos grupos experimentais. Era considerada a ocorrência de pelo menos 1 

blastômero apoptótico nos embriões. Os blastômeros marcados somente com anexina-

V, evidenciando dano à membrana, estavam em apoptose inicial, aqueles marcados 

somente com iodeto de propídeo, evidenciando dano ao DNA, estavam em necrose. E 

os marcados simultaneamente com anexina-V e iodeto de propídeo, evidenciando dano 

à membrana e ao DNA, estavam em apoptose tardia (ORMED et al., 1993). 

Os blastômeros anexina e iodeto de propídeo negativos eram considerados 

não apoptóticos. Nestes somente o núcleo dos blastômeros era evidenciado pela 

marcação com fluorocromo Hoechst. De acordo com a marcação de fluorescência os 

embriões foram distribuídos em três categorias, como ilustrado na figura 9: Não 

Apoptóticos, embriões com nenhum blastômero apoptótico (A); Apoptóticos, embriões 

com pelo menos um blastômero em apoptose inicial (B) e/ou tardia (C); e Necrose, com 

pelo menos um blastômero em necrose (D). 
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Figura 9: Embriões com diferentes números de células corados com Hoechst (cor azul), 

Anexina V (cor verde), e/ou iodeto de propídeo (cor vermelha) sob microscopia de 

epifluorescência. (A) Embrião Não Apoptótico de 22 células marcado somente com 

Hoechst; (B) Embrião Apoptótico de 14 células apresentando 2 células marcadas 

somente com anexina-V (apoptose inicial, seta); (C) Embrião Apoptótico de 8 células 

apresentando 1 célula marcada simultaneamente com anexina-V e iodeto de propídeo 

(apoptose tardia); (D) Embrião em Necrose, apresentando 1 célula marcada somente 

com  iodeto de propídeo (necrose, seta); 
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2.6. EXPERIMENTO 2. AVALIAÇÃO DO DESENVOLVIMENTO 

EMBRIONÁRIO. 

A avaliação do desenvolvimento embrionário incluiu três análises: análise 

das taxas de Clivagem  (segundo dia de cultivo) e Blastocisto (no sétimo dia de cultivo); 

análise da Cinética do desenvolvimento, ou seja, taxa de formação de Blastocisto Inicial 

(BI), Blastocisto (BL), Blastocisto Expandido (BX) e Blastocisto Eclodido (BE), e por 

último a contagem do número total de células (Figura 10). 

Após a análise da cinética do desenvolvimento, sob microscopia ótica no 

sétimo dia de cultivo, os embriões de cada grupo experimental foram fixados em formol 

salino tamponado e armazenados sob refrigeração, para posterior avaliação qualitativa 

mediante a contagem do número total de blastômeros por meio da marcação com 

fluorocromo Hoechst (10 µg/mL) e observação por microscopia de epifluorescência. 
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Figura 10: Classificação dos embriões no sétimo dia de cultivo in vitro, sob luz comum 

(A, B, C, D) e sobre epifluorescência com coloração por Hoechst (A’, B’, C’, D’). 

Embriões em estágio de blastocisto inicial (A, A’ ), blastocisto (B, B’), blastocisto 

expandido (C, C’) e blastocisto eclodido (D, D’). 
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2.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA. 

A análise quantitativa através da comparação das taxas de clivagem, de 

formação de blastocisto, de cinética do desenvolvimento e do número total de células 

foi realizada por análise da variância, ANOVA, com pós-teste de Bonferroni, quando 

solicitado, e nível de significância 5%. As análises de apoptose entre as categorias 

RUINS, REGULARES e BONS foram feitas por teste de qui-quadrado com nível de 

significância de 5%. A análise de embriões Não Apoptóticos, Apoptóticos e com 

Necrose entre os grupos experimentais foi feita por ANOVA dois critérios. Foi 

utilizado o programa BioEstat 5.0 (AYRES et. al., 2007).  
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3. RESULTADOS 

 

3.1. EXPERIMENTO 1:  CORRELAÇÃO DA QUALIDADE 

EMBRIONÁRIA COM A OCORRÊNCIA DA APOPTOSE. 

Para a avaliação da ocorrência de apoptose foi analisado o total de 75 

embriões: 21 pertencentes ao grupo CTRL; 20 ao grupo de DEX MIV; 14 de DEX CIV; 

e 20 ao grupo de DEX M/C. Os embriões em cada grupo experimental foram 

classificados em RUINS, REGULARES e BONS (Tabela 2).  

 

Tabela 2: Classificação dos embriões, no quarto dia de cultivo, baseada na morfologia e 
número de células nos diferentes grupos experimentais. 

  Classificação em Categorias 

Grupos n RUINS (%) REGULARES (%) BONS (%) 

CTRL 21 6 (28,6) 10 (47,6) 5 (23,8) 
A
 

DEX MIV  20 6 (30,0) 9 (45,0) 5 (25,0) 
A
 

DEX CIV 14 3 (21,4) 
a
 2 (14,3)

 a
 9 (64,3) 

b,B
 

DEX M/C 20 7 (35,0) 7 (35,0) 6 (30,0) 
A
 

n= número de embriões analisados por Anexina-V; 
CTRL: Controle, sem adição de DEX;  
DEX MIV: Adição de DEX somente na etapa de Maturação; 
DEX CIV: Adição de DEX somente na etapa de Cultivo; 
DEX M/C: Adição de DEX nas etapas de Maturação e Cultivo; 

 

Não houve diferença entre o número de embriões RUINS, REGULARES e 

BONS dentro do grupo CTRL (28,6%, 47,6% e 23,8%, respectivamente; p > 0,05), do 

grupo DEX MIV (45%, 35% e 20%, respectivamente; p > 0,05) e do grupo DEX M/C 

(40%, 35% e 25%, respectivamente; p > 0,05). Porém, no grupo com DEX CIV, o 

percentual de embriões BONS (64,3%) foi superior (p=0,006) ao percentual de 

embriões RUINS e REGULARES (21,4%, 14,3%, respectivamente) assim como foi 
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superior ao percentual de embriões BONS dos grupos com relação aos grupos CTRL, 

DEX MIV e DEX M/C (64,3% vs 23,8%, 20,0% e 25,0%; p > 0,05).  

Posteriormente, foi analisada a ocorrência de apoptose dentro das categorias 

RUINS, REGULARES e BONS. Foi observado que 50, 44,4, 33,3 e 37,5% dos 

embriões RUINS nos grupos CTRL, DEX MIV, DEX CIV e DEX M/C, 

respectivamente, apresentavam pelo menos um blastômero apoptótico, assim como 20, 

0, 50 e 28,6%, respectivamente, dos embriões REGULARES e 20, 75, 22,2 e 0%, 

respectivamente, dos embriões BONS (Tabela 3). 

 

 Tabela 3: Ocorrência da apoptose em embriões de diferentes qualidades nos grupos 

experimentais. 

  % Apoptose dentro de cada Categoria 

Grupos n RUINS REGULARES BONS 

CTRL 21 50,0 a,b 20,0 a, b 20,0 a 

DEX MIV 20 44,4 b 0 b 75,0 b 

DEX CIV 14 33,3 a 50,0 a 22,2 a  

DEX M/C 20 37,5 a 28,6 a, b 0 a 

n= número de embriões analisados por Anexina-V; 
CTRL: Controle, sem adição de DEX;  
DEX MIV: Adição de DEX somente na etapa de Maturação; 
DEX CIV: Adição de DEX somente na etapa de Cultivo; 
DEX M/C: Adição de DEX nas etapas de Maturação e Cultivo; 

 

Com relação aos embriões considerados como REGULARES, observou-se 

que houve diferença da ocorrência da apoptose somente entre os grupos DEX MIV e 

DEX CIV (0% vs 50%, respectivamente; p < 0,05). Já com relação aos embriões 

considerados como BONS, observou-se que os grupos DEX MIV e DEX M/C 

apresentaram o maior e menor percentual de embriões com apoptose (75,0% e 0%), 

respectivamente, em comparação aos demais grupos (p < 0,01). Não houve diferença 

entre as demais comparações (p > 0,05). 
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Além da análise da apoptose dentro das categorias RUINS, REGULARES e 

BONS também foi avaliada a ocorrência de apoptose dentro dos grupos experimentais. 

Para tanto, os embriões dos grupos CTRL, DEX MIV, DEX CIV e DEX M/C foram 

enquadrados em três categorias: Não Apoptóticos - embriões com nenhuma célula 

apoptótica (61,9%, 50%, 71,4% e 65%, respectivamente); Apoptóticos - com pelo 

menos 1 célula em apoptose inicial e/ou tardia (28,6%, 40%, 28,6% e 25%, 

respectivamente); e Necrose -  com pelo menos 1 célula em necrose (9,6%, 10%, 0% e 

10%, respectivamente).  

Os resultados estão mostrados na Figura 11. Comparando-se as categorias 

entre os grupos experimentais, observou-se que o grupo DEX CIV foi o que apresentou 

um maior número de embriões Não Apoptóticos (p < 0,05) e o grupo DEX MIV 

apresentou maior número de embriões Apoptóticos (p < 0,05), não havendo diferença 

entre as demais comparações (p > 0,05). 

 

 

Figura 11: Distribuição em cada grupo experimental, dos embriões Não Apoptóticos 
(azul), Apoptóticos (roxo), e em Necrose (vermelho). 
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3.2. EXPERIMENTO 2: AVALIAÇÃO DO DESENVOLVIMENTO  

EMBRIONÁRIO. 

Para avaliar o efeito da DEX sobre o desenvolvimento embrionário foram 

analisadas as taxas de clivagem, blastocisto e de cinética do desenvolvimento. Para 

tanto, foram realizadas 5 repetições nas quais foram empregados 482 oócitos 

distribuídos da seguinte forma entre os grupos experimentais: 115 no grupo CTRL, 121 

no grupo DEX MIV, 121 no DEX CIV, e 125 no grupo DEX M/C.  

O percentual de embriões clivados após a fecundação (2º dia de cultivo) e o 

percentual de embriões que atingiram o estágio de blastocisto (7º dia de cultivo) foi de 

86,9% e 42,6%, respectivamente, no grupo CTRL, não sendo verificada diferença 

estatística (p > 0,05) em relação aos outros grupos experimentais de DEX MIV (79,3% 

e 30,5% respectivamente), de DEX CIV (77,6% e 36,4% respectivamente) e DEX M/C 

(69,6% e 29,6% respectivamente). A DEX não afetou as taxas de clivagem e de 

formação de blastocistos independente da etapa em que tenha sido utilizada (Figura 12). 

 

Figura 12: Taxas de clivagem (barras verde) e formação de blastocisto (barras vinho) 

nos diferentes grupos experimentais (p > 0,05). 
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Ao analisar a cinética do desenvolvimento foi observada semelhança na 

distribuição de BI, BL, BX e BE nos grupos CTRL (26,4%, 26,4%, 28,6% e 26,5%, 

respectivamente) e DEX MIV (18,9%, 32,4%, 35,1% e 13,5%, respectivamente). Nos 

grupos de DEX CIV (25%, 45,4%, 15,9% e 13,6%, respectivamente) e DEX M/C 

(8,1%, 42,3%, 29,7% e 18,9%, respectivamente) houve predomínio (p < 0,05) de 

embriões BL, que representaram, respectivamente, 45,4% e 43,2% do total de embriões 

obtidos nesses grupos (Tabela 4). 
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Tabela 4: Cinética do desenvolvimento, no sétimo dia de cultivo. Embriões em estágio de blastocisto inicial (BI), blastocisto (BL), blastocisto 
expandido (BX) e eclodido (BE) em cada grupo experimental (p < 0,05). 
. 

Bi BL  BX BE 

Grupos n (%) Média (± dp) n (%) Média (± dp) n (%) Média (± dp) n (%) Média (± dp) 

CTRL  11 ( 26.4) aA  1.8 (0.98)  11 (26.4) aA  1.8 (1.16)  14 (28.6) aA  2.3 (0.81)  13 (26.5) aA  2.1 (2.63)  

DEX MIV  7 (18.9) aAB  1.1 (0.75)  12 (32.4) abA  2.0 (1.26)  13 (35.1) bA  2.1 (1.16)  5 (13.5) aB  0.8 (0.75) 

DEX CIV  11 (25.0) aA  1.8 (1.16)  20 (45.4) bB  3.3 (1.21)  7 (15.9) aA  1.1 (1.16)  6 (13.6) aB  0.8 (1.60) 

DEX M/C  3 (8.1) aB  0.5 (0.83)  16 (43.2) bAB  2.6 (2.16)  11 (29.7) abA  1.8 (0.98)  7 (18.9) aAB  1.0 (1.09)  

 CTRL: Controle, sem adição de DEX;  
DEX MIV: Adição de DEX somente na etapa de Maturação; 
DEX CIV: Adição de DEX somente na etapa de Cultivo; 
DEX M/C: Adição de DEX nas etapas de Maturação e Cultivo; 
ab

   Sobreescritos minúsculos diferentes  na mesma linha indicam diferença estatística. 
AB

  Sobreescritos maiúsculos na mesma coluna indicam diferença estatística. 
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Para a estimação do número total de células, 111 embriões de diferentes 

classificações morfológicas foram analisados, sendo: 22 do grupo CTRL, 31 do grupo 

DEX MIV, 29 do grupo DEX CIV, e 29 do grupo DEX M/C (Tabela 5). Não houve 

diferença estatística (p > 0,05) do número total de células entre os grupos CTRL (104 ± 

54), DEX MIV (84 ± 32), DEX CIV (94 ± 36) e DEX M/C (94 ± 32). 

 

Tabela 5: Número total de células em embriões nos diferentes grupos experimentais, no 
sétimo dia de cultivo (p > 0,05). 

Grupos n Média do n° total de células (± dp) 

CTRL 22 104 ± 54 

DEX MIV 31 84 ± 32 

DEX CIV 29 94 ± 36 

DEX M/C        29                   94 ± 32 

n= número total de embriões analisados por coloração com Hoescht; 
CTRL: Controle, sem adição de DEX;  
DEX MIV: Adição de DEX somente na etapa de Maturação; 
DEX CIV: Adição de DEX somente na etapa de Cultivo; 
DEX M/C: Adição de DEX nas etapas de Maturação e Cultivo; 
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4. DISCUSSÃO 

 

4.1. EXPERIMENTO 1: CORRELAÇÃO DA QUALIDADE 

EMBRIONÁRIA COM A OCORRÊNCIA DA APOPTOSE. 

A apoptose tem sido largamente utilizada como um parâmetro para a 

avaliação da qualidade de embriões cultivados in vitro, e de diferentes substâncias 

adicionadas aos meios de cultivo. Makarevich e Markkula (2002) ao adicionarem IGF-I, 

conhecido fator de crescimento e maturação oocitária, ao meio de cultivo, observaram a 

diminuição do índice de células apoptóticas por embrião, e o aumento da taxa de 

blastocistos e número total de células de embriões bovinos. Entretanto, o mesmo efeito 

não era observado quando o IGF-I era adicionado somente ao meio de maturação. 

Da mesma forma, foram observados diferentes efeitos da Dexametasona em 

relação a ocorrência de apoptose de acordo com a etapa de cultivo em que foi utilizada. 

Quando utilizada somente na etapa de Maturação foi observada maior ocorrência de 

células apoptóticas por embrião (40%, p<0,05), em relação aos demais grupos 

experimentais (28,6, 28,6 e 25%, nos grupos CTRL, DEX CIV e DEX M/C, 

respectivamente), principalmente nos embriões com número de células entre 12 e 20, ou 

seja, de desenvolvimento rápido (categoria BONS, 75%, p<0,01). Quando utilizada no 

Cultivo a taxa de apoptose nos embriões da mesma categoria, BONS, não foi diferente 

do grupo Controle (p>0,05). No entanto, quando a Dexametasona foi utilizada 

simultaneamente nas etapas de Maturação e Cultivo in vitro não foi observada apoptose 

em embriões da categoria BONS, sugerindo um efeito benéfico da droga. 

Embora o mecanismo de ação da droga nos embriões não seja claro, uma 

provável via seria através das células da granulosa. Foi demonstrado o bloqueio da 

apoptose em células da granulosa por glicocorticóides (SASSON & AMSTERDAM, 

2002), e estas influenciariam tanto a maturação oocitária quanto o posterior 

desenvolvimento embrionário, principalmente em sistemas de co-cultivo com camada 

de células da granulosa, como foi feito neste trabalho. Isto explicaria, os diferentes 

efeitos da droga aplicada em diferentes etapas do cultivo embrionário. 
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A Dexametasona parece ter agido sobre os embriões diferentemente 

dependendo também do número de células, pois, quando utilizada na Maturação in 

vitro, não foi observada ocorrência de células apoptóticas em embriões com número de 

células entre 8 e 11 (categoria REGULARES), em comparação a 75% dos embriões 

com número de células entre 12 e 20 (categoria BONS) que apresentavam apoptose. 

Contudo, a relação entre morfologia e formação do embrião não é muito clara. 

A apoptose, a fragmentação citoplasmática e a clivagem tardia de embriões 

(ALIKANI et al., 1999; JURISICOVA et al., 2004; LONERGAN et al., 2000) são 

reportadas como características morfológicas relacionadas negativamente com a 

formação de blastocisto, mas nem sempre essa relação é exata. Alikani et. al (2000) 

observaram que esta relação é complexa. Esses pesquisadores relacionaram tempo de 

clivagem e padrão de fragmentação citoplasmática, no 3º dia de cultivo, e habilidade de 

formação de blastocistos, no 5º dia. Embriões humanos exibindo número de células 

menor que 7, formaram 13,8% de blastocistos com morfologia normal (índice de ICM 

ótimo e trofoectoderma coeso) em comparação a embriões entre 7 e 9, 41,9%, e com 

mais de 9 células, 27,5%. Os autores sugerem que, em alguns casos, embriões que 

clivam rápido e com maior número de células após a compactação, podem exibir alto 

nível de aberrações cromossômicas (MAGLI et al., 1998).  

No presente estudo todos os grupos experimentais tinham embriões com 

número de células menor que 7, e maior grau de fragmentação citoplasmática (categoria 

RUINS), exibindo  pelo menos um blastômero apoptótico. É conhecida a relação entre 

fragmentação e apoptose, todavia, não foi esclarecida a etiologia da fragmentação e nem 

comprovada uma relação de causa e efeito entre elas (ANTCZAK & VAN BLERKOM, 

1999; JURISICOVA et al., 1996). No entanto, a remoção microcirúrgica da 

fragmentação de embriões humanos no terceiro dia de cultivo, antes da transferência, 

aumentou o potencial de implantação dos embriões (ALIKANI et al., 1999). 

Por outro lado, a Dexametasona parece não ter influenciado o número de 

células e fragmentação citoplasmática nos grupos experimentais, pois não houve 

diferença entre as categorias RUINS, REGULARES e BONS (p>0,05), exceto quando a 

Dexametasona foi utilizada na etapa de Cultivo in vitro, em que houve aumento do 

número de embriões com número de células entre 12 e 20 e presença mínima de 
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fragmentação citoplasmática (categoria BONS, 64.3%, p=0,006). No entanto, a taxa de 

apoptose dos embriões desta categoria não diferiu do grupo Controle, sugerindo que a 

Dexametasona melhorou ou sincronizou os embriões na questão do número de células e 

fragmentação citoplasmática, mas aparentemente não teve influência sobre a ocorrência 

de apoptose quando utilizada somente no cultivo in vitro dos embriões. 

A ocorrência de apoptose está diretamente relacionada às condições de 

cultivo e também ao estágio do desenvolvimento embrionário. Em embriões de 

camundongo a apoptose era detectada somente a partir do estágio de 4 células, período 

que coincide com a ativação do genoma embrionário nesta espécie (SCHULTZ, 1993). 

Estudos anteriores de Matwee et al. (2000) e Byrne et al. (1999) que analisaram a 

ocorrência de apoptose, pela técnica de TUNEL, em embriões bovinos produzidos in 

vitro, observaram a inexistência de apoptose anterior ao estágio de ativação genômica 

do embrião (9 a 16 células) e ocorrência de pelo menos um blastômero apoptótico em 

cerca de 5% a 30% dos embriões entre 8-16 células tendendo a aumentar até se tornar 

presente em praticamente todos os embriões em estágio de blastocisto.  

No presente trabalho este padrão não foi observado visto que grande parte 

dos embriões com até 7 células (categoria RUINS) apresentavam pelo menos um 

blastômero apoptótico (50,0, 66,6, 31,8 e 28,5% nos grupos CTRL, DEX MIV, DEX 

CIV e  DEX M/C, respectivamente), independente do uso de Dexametasona na 

Maturação ou no Cultivo in vitro dos embriões. E mais de 28% dos embriões entre 8 e 

20 células (categorias REGULARES e BONS) apresentaram pelo menos um blastômero 

apoptótico (40,0, 75, 72,2 e 28,6% nos grupos CTRL, DEX MIV, DEX CIV e  DEX 

M/C, respectivamente).  

Porém, em comparação ao trabalho de Matwee et al. (2000), no presente 

estudo a apoptose foi avaliada mediante o ensaio da Anexina V que é utilizado para 

identificar células em estádios iniciais de apoptose, enquanto que a técnica de TUNEL, 

utilizada por Matwee et al. (2000) identifica células em estádio tardio, quando o dano ao 

DNA é irreversível. 

Isto explicaria porque estudos anteriores (BYRNE et al., 1999; MATWEE 

et al., 2000; GJØRRET et al., 2007) usando a técnica de TUNEL não observaram a 

ocorrência de apoptose durante as primeiras divisões do embrião. Sendo especulado que 
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a apoptose, ao reduzir o número de células, poderia comprometer a capacidade do 

embrião continuar o desenvolvimento. Enquanto, no estágio de blastocisto a apoptose 

seria mais facilmente tolerada, pois somente as células danificadas ou com 

anormalidades cromossômicas seriam seletivamente eliminadas sem comprometer a 

viabilidade do embrião (DE LA FUENTE & KING, 1998).   

No entanto é possível que a apoptose tenha caráter reversível. No estudo de 

Dumont et al. (2000) em que linfócitos T foram expostos a estaurosporina, substância 

indutora de apoptose,  foi relatada a capacidade de reversibilidade da ruptura da 

membrana e condensação da cromatina, que são características típicas da apoptose. Em 

outro estudo (MIRANDA et al., 2009) foi induzida a apoptose em fibroblastos, 

confirmada por detecção com Anexina e iodeto de propídeo, que foram usados como 

doadores de núcleo para Transferência de Núcleo de Célula Somática, resultando em 

prenhez. Demonstrando que, em alguns casos é possível “recuperar” fibroblastos 

apoptóticos transferindo-os para oócitos, contudo outros fibroblastos não tiveram a 

mesma resposta, sugerindo a existência de um “ponto” no processo apoptótico a partir 

do qual este se torne irreversível. 

Especula-se que a apoptose poderia ser ou não efetivada na célula através de 

mecanismos dependentes da intensidade e duração do estímulo do agente indutor, e da 

seqüência dos eventos de ativação da apoptose (MARTELI et al., 2001). Da mesma 

forma, no presente estudo é possível que nos embriões cultivados in vitro a apoptose em 

estágio inicial no quarto dia de cultivo, possa ter caráter reversível. Uma vez que não foi 

observada diferença das taxas de blastocisto e nem de número total de células no sétimo 

dia de cultivo, independente do uso da Dexametasona. 
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4.2. EXPERIMENTO 2: AVALIAÇÃO DO DESENVOLVIMENTO 

EMBRIONÁRIO 

A uso de GCs tem sido indiretamente associado à maturação oocitária 

(AMSTERDAM & SASSON, 2002). Foi relatado, em peixes, o estímulo da maturação 

final dos oócitos promovido pelo cortisol (SORENSEN et al., 2004). Contudo, no 

presente estudo, a utilização de Dexametasona (concentração de 0,1µg/mL) na 

maturação não afetou as taxas de clivagem e formação de blastocisto, visto que não foi 

observada diferença em relação ao grupo controle. Corroborando estudo de Carvalho 

(2009) que também não observou efeito sobre a taxa de maturação destes, no entanto, 

observou influência positiva sobre a qualidade dos embriões, medida em termos de 

número total de células ao utilizar Dexametasona (concentração de 0,1µg/mL) durante a 

maturação in vitro de oócitos bovinos. Em camundongos o uso de GCs (nas 

concentrações de 1, 5, 10 e 20 µg/ml) também teve pouca ou nenhuma influência na 

maturação de CCOs (ANDERSEN, 2003). 

No presente estudo a Dexametasona independente da etapa em que foi 

utilizada, Maturação e/ou Cultivo in vitro, não afetou as taxas de desenvolvimento 

embrionário, clivagem e blastocisto e nem a qualidade embrionária, medida em termos 

de número total de células, visto que não foi observada diferença (p>0,05) entre os 

grupos experimentais (104 ± 54, 84 ± 32, 94 ± 36 e 94 ± 32 nos grupos CTRL, DEX 

MIV, DEX CIV e DEX M/C, respectivamente), diferindo do estudo de Carvalho (2009) 

no qual embriões com maior número de células eram obtidos utilizando Dexametasona 

na Maturação in vitro. 

Embora não tenha afetado as taxas de desenvolvimento embrionário, a 

Dexametasona parece ter influenciado a cinética do desenvolvimento, visto que foi 

observada menor ocorrência (p<0,05) de BE nos grupos suplementados com a droga 

(13,5, 13,6 e 18,9% nos grupos DEX MIV, DEX CIV e DEX M/C, respectivamente) 

quando comparado ao grupo CTRL (26,5%). Corroborando o estudo de Merris et al. 

(2007) no qual o uso de DEX (5 a 80 µg/mL) não afetou as clivagens iniciais de 

embriões de camundongos, porém, a expansão e a capacidade de eclosão dos 

blastocistos foram prejudicadas a partir de 10 µg/mL.  
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Ao mesmo tempo foi observada maior porcentagem de BL nos grupos DEX 

CIV (45,4%) e DEX M/C (43,2%) comparado ao grupo Controle (26,4%). Embora com 

menor porcentagem de embriões BE e predomínio de embriões BL o número total de 

células não foi reduzido nestes grupos, uma vez que os embriões em estágio de BI e BL 

nos grupos de DEX CIV e DEX M/C (70,4% e 51,3% do total de blastocistos obtidos, 

respectivamente) tinham maior número de células quando comparados aos embriões BL 

dos demais grupos.  
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5. CONCLUSÕES 

 

A suplementação de Dexametasona nas etapas de Maturação e/ou Cultivo in 

vitro não melhorou a qualidade, medida em termos de desenvolvimento embrionário e 

número total de células, no sétimo dia de cultivo, dos embriões produzidos in vitro.  

No entanto, o uso de Dexametasona pode influenciar a ocorrência de 

apoptose em embriões bovinos, no quarto dia de cultivo, dependendo do número de 

células do embrião.  

A ação da Dexametasona sobre a apoptose varia de acordo com a etapa de 

cultivo em que é utilizada, visto que, foi verificada maior e menor taxa de apoptose nos 

grupos com Dexametasona na Maturação e Cultivo in vitro, respectivamente. Contudo, 

não houve diferença das taxas de blastocisto, e número total de células entre os grupos, 

levando a crer que a apoptose em seu estágio inicial pode ser um processo reversível. 
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