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RESUMO 

A presente dissertação está estruturada em dois capítulos. O primeiro tem como objetivo 

realizar uma revisão abrangente da literatura sobre a Maturação In Vitro de Oócitos Bovinos, 

intitulado “In vitro maturation of bovine oocytes: The role of ROS, oxidative stress, and the 

impact of natural antioxidant supplementation - Maturação in vitro de oócitos bovinos: O papel 

das EROs, estresse oxidativo e a suplementação com antioxidantes naturais”. Este capítulo foi 

publicado na revista “Concilium” (DOI: https://doi.org/10.53660/CLM-4249-24U19, ISSN: 

0010-5236) e discute o crescimento da produção in vitro de embriões (PIVE) no Brasil, 

enfatizando a importância da fase de maturação in vitro para o sucesso desse processo. O 

segundo capítulo dedica-se ao uso do extrato de Moringa oleífera, em diferentes concentrações, 

nos meios de maturação in vitro, investigando sua influência na maturação nuclear e 

citoplasmática de oócitos bovinos. Adicionalmente, foram avaliados os efeitos desse 

antioxidante sobre o potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) e os níveis de EROs. Os 

resultados sugerem que a Moringa oleífera, na concentração de 50 µg/mL, promove a 

maturação nuclear dos oócitos, preserva a viabilidade das células do cumulus, reduz os níveis 

de EROs e melhora a função mitocondrial. 

Palavras-chave: antioxidantes, moringa oleífera, maturação in vitro, estresse oxidativo, 

oócitos bovinos  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 



 
 

x 

ABSTRACT 

This dissertation is structured into two chapters. The first aims to provide a comprehensive 

review of the literature on In Vitro Maturation of Bovine Oocytes, entitled “In vitro maturation 

of bovine oocytes: The role of ROS, oxidative stress, and the impact of natural antioxidant 

supplementation.” This chapter was published in the journal “Concilium” (DOI: 

https://doi.org/10.53660/CLM-4249-24U19, ISSN: 0010-5236) and discusses the growth of in 

vitro embryo production (IVP) in Brazil, emphasizing the importance of the in vitro maturation 

phase for the success of this process. The second chapter focuses on the use of hydroalcoholic 

extract of Moringa oleifera, in different concentrations, in in vitro maturation media, 

investigating its influence on the nuclear and cytoplasmic maturation of bovine oocytes. 

Additionally, the effects of this antioxidant on mitochondrial membrane potential (ΔΨm) and 

ROS levels were assessed. The results suggest that Moringa oleifera, at a concentration of 50 

µg/mL, promotes nuclear maturation of oocytes, preserves the viability of cumulus cells, 

reduces ROS levels, and improves mitochondrial function. 

Keywords: antioxidants, Moringa oleifera, in vitro maturation, oxidative stress, bovine oocytes 
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ABSTRACT 
According to available data in the literature, Brazil has one of the largest cattle herds in the world and is one of the leading 
embryo producers, with a clear predominance of embryos produced in vitro. These data influence the ongoing pursuit of 
optimizing the results obtained in IVEP (in vitro embryo production). In this technique, in vitro maturation (IVM) is such a 
crucial stage that it justifies studies involving components that, when added to the media, can lead to improved cleavage rates 
and blastocyst development. It is well known that oocyte quality is influenced by oxidative stress, and in this context, the 
inclusion of antioxidants in the IVM medium may enhance these outcomes. Thus, the present study aimed to review oocyte 
maturation, the impact of oxidative stress, and the addition of antioxidants, such as Moringa oleifera, to the IVM media. 

Keywords: Reactive Oxygen Species; In vitro embryo production; Oocyte nuclear maturation; Oocyte 
cytoplasmic maturation; Moringa oleifera. 
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RESUMO 
De acordo com os dados disponíveis na literatura, o Brasil possui um dos maiores rebanhos bovinos do mundo e 
é um dos principais produtores de embrião, com uma clara predominância dos embriões produzidos in vitro. Tais 
dados influenciam a constante busca pela otimização dos resultados obtidos na PIVE (produção in vitro de 
embriões). Nesta técnica, a maturação in vitro (MIV) é uma etapa de tamanha relevância que justifica estudos com 
componentes que quando adicionados aos meios possam levar ao incremento na taxa de clivagem e na obtenção 
de blastocistos. Sabidamente a qualidade oocitária é influenciada pelo estresse oxidativo e, neste sentido, a inclusão 
de antioxidantes ao meio de MIV pode resultar em tal incremento. Sendo assim, o presente estudo teve como 
objetivo revisar a maturação oocitária, o impacto do estresse oxidativo e a adição de antioxidantes, como a Moringa 
oleífera, nos meios de MIV. 

Palavras-chave: Espécies reativas ao oxigênio; produção in vitro de embriões; Maturação nuclear do oócito; 
Maturação citoplasmática do oócito; Moringa oleífera. 

 

 

INTRODUÇÃO  

Em 1978, na Inglaterra, após o nascimento do primeiro bebê concebido por meio de 

fertilização in vitro (FIV), intensificaram-se as pesquisas para o desenvolvimento e 

aprimoramento de técnicas in vitro, voltadas para sua aplicação em bovinos (Steptoe & 

Edwards, 1978; Van Wagtendonk-de Leeuw, 2006).  

Em 1981, nos Estados Unidos, nasceu o primeiro bezerro de FIV. Para este feito, os 

oócitos maduros foram cirurgicamente obtidos dos ovários ou ovidutos de vacas. Esses oócitos 

foram então fertilizados e cultivados in vitro, sendo posteriormente transferidos com sucesso. 

Esse marco representou avanços significativos, impulsionando pesquisas mais aprofundadas e 

contribuindo para notáveis progressos na área (Brackett et al., 1982). 

No Brasil, marcos significativos na reprodução in vitro incluem o primeiro bezerro 

produzido in vitro pelo Laboratório de Reprodução Animal da Empresa Brasileira de Pesquisa 

Agropecuária (EMBRAPA) em 1994 (Dode & Rumpf, 2002) e o estabelecimento do primeiro 

laboratório de produção in vitro de embriões (PIVE) em 1998 (Viana, 2008).  

Durante as últimas décadas, o Brasil vivenciou um aumento notável no tamanho do 

rebanho bovino, sendo o segundo maior rebanho mundial de bovinos, contando com 234,3 

milhões de cabeças (IBGE, 2022). A quantidade de animais e a importância dos mesmos para 

a economia do país exige uma grande demanda de biotecnologias reprodutivas e uma dessas 

biotecnologias em ascensão é a PIVE e, desde então, esta técnica tem experimentado uma 

crescente implementação por parte dos pecuaristas, tornando-se uma prática cada vez mais 

corriqueira na reprodução de bovinos (Varago et al., 2008; Ferré et al., 2020).   

A PIVE possui potencial significativo para aprimorar consideravelmente o desempenho 

reprodutivo dos rebanhos bovinos, resultando na geração de animais zootecnicamente 

superiores. Além disso, contribui para acelerar o progresso genético e reduzir os intervalos entre 
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as gerações (Varago et al., 2008; Baruselli et al., 2019; Magata et al., 2019). Tal tecnologia 

amadureceu a uma escala semelhante à observada na fertilização in vitro humana e é provável 

que persista e seja aprimorada no decorrer das próximas décadas (Sirard, 2018). 

Conforme relatado pela Sociedade Internacional de Transferência de Embriões 

(International Embryo Transfer Society - IETS, 2022), houve um notável aumento, de 25,6%, 

no número de embriões produzidos in vitro em escala global em comparação ao ano de 2020. 

O líder mundial em produção de embriões in vitro é os Estados Unidos, seguido pelo Brasil. 

Entretanto, vale ressaltar que os números do Brasil, provavelmente, são subestimados, uma vez 

que se nota uma diferença evidente entre o número de embriões reportados às associações de 

criadores e o número de embriões vendidos (IETS, 2022).  

Para a realização da PIVE, é necessário a execução de quatro etapas, sendo elas: 

obtenção de oócitos, maturação in vitro (MIV), fecundação in vitro (FIV) e cultivo in vitro 

(CIV) (Varago et al., 2008, Maillo et al., 2016). A técnica predominante para a obtenção de 

oócitos é a aspiração dos folículos in vivo, conhecida como OPU (Ovum Pick Up). Em 

contrapartida, a punção folicular post mortem, realizada em ovários provenientes de animais de 

abatedouros ou de óbitos súbitos, é comumente empregada em casos de projetos de pesquisa 

ou em animais de alto valor genético (Ahumada et al., 2012).  

Entre as etapas mencionada, destaca-se a MIV, considerada crucial, devido a um uma 

série de modificações estruturais e bioquímicas que ocorrem no núcleo e no citoplasma do 

oócito. Esse processo torna o gameta feminino apto, influenciando diretamente na FIV e no 

subsequente desenvolvimento embrionário (CIV) (Ferreira et al., 2009). 

A qualidade intrínseca do oócito é um dos principais fatores que impactam a eficiência 

embrionária. O oócito desempenha um papel crucial ao fornecer componentes essenciais para 

o desenvolvimento embrionário in vitro. Esses componentes são produzidos por meio de 

eventos moleculares que preparam o oócito, conferindo-lhe a capacidade de retomar a 

totipotência após a FIV (Rizos et al., 2002; Denicol & Siqueira, 2023). 

Um dos fatores que pode afetar consideravelmente a qualidade oocitária é o estresse 

oxidativo, acarretando o baixo desempenho não apenas na MIV, mas também nas demais fases 

(Turrens, 2003; Catala et al., 2018; Lin & Wang, 2020; Soto-Hera & Paramio, 2020). O estresse 

oxidativo é ocasionado por condições que causam desequilíbrio entre a quantidades de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) e a capacidade antioxidante da célula, que pode surgir devido à 

exposição à luz, excesso de manipulação, falta de antioxidantes nos meios de cultura, variações 

na tensão de oxigênio, seja ela baixa ou alta, pH e temperatura, e a capacidade da célula de 

neutralizar o seu efeito (Guemra et al., 2013; Lin & Wang, 2020; Soto-Hera & Paramio, 2020). 
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Evidências favoráveis à suplementação com antioxidantes na PIVE estão se tornando 

cada vez mais prevalentes na literatura (Chen et al., 2018; Khan et al., 2018; Lee et al., 2019; 

Oliveria et al., 2022). Estudos experimentais têm elucidado os efeitos dos antioxidantes in vitro, 

permitindo a definição de suas concentrações e eficácia (Budani & Tiboni, 2020).  

Considerando esse contexto, é de suma importância a condução de mais pesquisas que 

explorem o uso de antioxidantes, visando aprimorar a técnica e aumentar o sucesso dos 

procedimentos. Em particular, o uso de antioxidantes naturais tem ganhado destaque como uma 

abordagem promissora para atenuar os efeitos causadas pelas EROs. Essas alternativas são 

viáveis, de baixo custo e que têm demonstrado resultados promissores (Sovernigo et al., 2017; 

Santos et al., 2018; Santos et al., 2019; Oliveira et al., 2022). 

Contudo, a aplicação efetiva de antioxidantes naturais enfrenta desafios significativos, 

que incluem a necessidade de resultados benéficos com comprovação de eficácia. A efetividade 

desses antioxidantes está intrinsicamente ligada à capacidade de atenuar as EROs, sendo 

influenciada por fatores como a determinação da concentração apropriada, a obtenção do 

extrato, bem como a origem da planta e sua composição de acordo com a estação (Santos et al., 

2018). Esses fatores tornam a reprodução consistente dos resultados mais complexa. 

A vitamina C e diversas outras substâncias naturais apresentam potencial para 

desempenhar o papel de antioxidantes em meios de maturação. Um exemplo é a Moringa 

oleífera, uma planta originária da Índia (Leone et al., 2016). Esta planta é reconhecida por 

possuir diversas substâncias farmacológicas valiosas, tais como propriedades antidiabéticas, 

anti-inflamatórias, antimicrobianas, antioxidantes, cicatrizantes, entre outras (Paikra et al., 

2017; Sovernigo et al., 2017). 

Devido às suas abrangentes propriedades benéficas, a Moringa oleífera tem sido alvo 

de crescente investigação, destacando-se pelo seu potencial como uma fonte natural de 

antioxidantes (Sharma et al., 2011; Leone al., 2016; Sultana et al., 2020). A notável atividade 

antioxidante dessa planta é atribuída à presença de flavonoides e compostos fenólicos em suas 

folhas, os quais demonstram a capacidade de neutralizar eficazmente os radicais livres gerados 

durante o estresse oxidativo (Liu et al., 2018). 

Diante desse cenário, a realização de estudos que explorem o emprego da Moringa 

oleífera em ambientes de MIV, com foco na redução das EROs e na melhoria na etapa de MIV 

da PIVE de bovinos, torna-se de suma importância. Isso se justifica pela escassez de pesquisas 

que abordem os reais efeitos do extrato de Moringa oleífera em experimentos realizados in vitro 

na área de biotecnologia reprodutiva animal.  
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OBJETIVO 

Este estudo teve como objetivo revisar a literatura no que diz respeito a maturação in 

vitro (MIV) de oócitos bovinos, bem como o impacto das espécies reativas de oxigênio (EROs) 

que podem estar presentes no decorrer da produção in vitro de embriões bovinos e, por fim, 

compreender como a utilização de antioxidantes naturais em meios MIV podem reduzir os 

efeitos deletérios dos EROs. 

 

REVISÃO DE LITERATURA 

MATURAÇÃO OOCITÁRIA 

O processo de maturação dos oócitos permite que as células adquiram gradualmente a 

capacidade intrínseca de avançar em seu desenvolvimento (Ferreira et al., 2009). Esse processo 

é conhecido por envolver mecanismos complexos, que abrangem tanto o núcleo quanto o 

citoplasma, demandando uma sincronização no decorrer da maturação (Shu et al., 2008).  

 

MATURAÇÃO NUCLEAR 

A maturação nuclear envolve uma série de eventos e bloqueios cruciais que ocorrem 

durante a meiose. Inicialmente, in vivo, ocorre a retomada da meiose a partir do estágio de 

diplóteno pelo estímulo gonadotrófico, em que há a condensação cromossômica e a quebra da 

vesícula germinativa (QVG), marcando a reversão do primeiro bloqueio meiótico. Conforme o 

oócito avança pelas diferentes etapas da divisão celular, metáfase I (MI), anáfase I (AI), telófase 

I (TI), ele alcança a metáfase II (MII), quando ocorre o segundo bloqueio meiótico. Em síntese, 

a maturação nuclear é caracterizada pela reversão do primeiro bloqueio meiótico, que 

corresponde desde o estágio de vesícula germinativa (VG) até o segundo bloqueio na metáfase 

II (MII) (Kubelka et al, 2000; Trounson et al., 2001).  

 

MATURAÇÃO CITOPLASMÁTICA 

A maturação citoplasmática compreende uma gama de processos e alterações 

necessárias para que o oócito torne-se apto para fecundação e mantenha um posterior 

desenvolvimento embrionário inicial (Anguita et al., 2007; Watson, 2007). Durante esses 

processos, ocorrem mudanças ultraestruturais e moleculares, que vão do estágio de VG até o 

fim da MII (Landim- Alvarenga & Maziero, 2014). Essas mudanças incluem, o acúmulo de 

proteínas e RNA, desenvolvimento de mecanismos reguladores de cálcio, redistribuição de 

organelas, entre outros (Krisher, 2004; Anguita et al., 2007). 



27 
 

 

Além disso, existem alguns parâmetros indiretos que podem ser considerados na 

avaliação da maturação citoplasmática. Por exemplo, um oócito maduro que demonstra 

capacidade de clivagem e desenvolvimento em blastocisto após fertilização ou ativação 

partenogenética é indicativo de um citoplasma maduro (Landim- Alvarenga & Maziero, 2014). 

Outros parâmetros indiretos incluem a expansão das células do cumulus oophuros (CCO’s) e a 

extrusão do primeiro corpúsculo polar (CP) (Kruip et al., 1983). 

No que compreende as modificações ultraestruturais, observa-se uma reorganização das 

organelas citoplasmáticas. Essa reestruturação ocorre por meio dos microtúbulos e 

microfilamentos do citoesqueleto, e o reposicionamento de cada organela é determinado pela 

necessidade da célula ao longo de cada estágio de desenvolvimento. Como resultado, 

mitocôndrias, grânulos corticais, retículo endoplasmático, complexo de golgi e ribossomos 

adotam diferentes posições em relação às observadas no momento em que a célula se encontra 

em VG (Hyttel et al., 1986; Fair et al.,1995; Dumollard et al., 2007).  

As mitocôndrias, por exemplo, inicialmente localizadas na periferia do oócito imaturo, 

movem-se para uma distribuição mais dispersa por todo o citoplasma. Estas desempenham um 

papel de suma importância no desenvolvimento dos oócitos, fornecendo energia na forma de 

ATP durante a maturação. Tanto a quantidade quanto a capacidade funcional dessas organelas 

são fatores cruciais para a fertilização e para o desenvolvimento embrionário (Hyttel et al., 

1986; Santos et al., 2006; Blerkom, 2011). 

O ATP sintetizado pelas mitocôndrias é essencial na síntese e fosforilação de proteína, 

sendo indispensável para a maturação citoplasmática, visto que impulsiona todos os processos 

que demandam energia, regula o tempo do ciclo celular e influencia a aquisição de competência 

de desenvolvimento. Em outras palavras, oócitos com baixa competência de desenvolvimento 

demonstram redução do metabolismo energético, resultando em atrasos fisiológicos no 

desenvolvimento subsequente. Consequentemente, embriões com menos ATP no citoplasma 

desenvolvem-se mais lentamente e com menor número de células (Liu et al., 2000; Ge et al., 

2012; Lee et al., 2014; Leoni et al., 2015). 

No que diz respeito ao processo de maturação molecular, engloba várias etapas, 

incluindo a transcrição, armazenamento e processamento de RNAm (ácido ribonucleico 

mensageiro). Este processo culmina na síntese de proteínas pelos ribossomos que são essenciais 

para a maturação citoplasmática molecular. As proteínas produzidas desempenham papéis 

importantes na maturação, fertilização, formação dos pró- núcleos e desenvolvimento 

embrionário inicial (Fulka et al., 1998., Tomek et al., 2002; Tripathi et al., 2010). 
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Sabe-se que a maior parte do RNAm presente no oócito é produzida e armazenada no 

decorrer da foliculogênese. Quando a meiose é retomada, os cromossomos se tornam 

condensados e inativos. Portanto, até que ocorra a ativação da transcrição do DNA do embrião, 

a maturação do oócito, o zigoto e embriões com menos de 16 células dependem do RNAm e 

das reservas de proteínas armazenadas (Lonergan et al, 1997; Gandolfi & Gandolfi, 2001; 

Sirard et al., 2006). 

 

REAÇÕES DE OXIDAÇÃO-REDUÇÃO (REDOX), PRODUÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS 

DE OXIGÊNIO (EROs) E ESTRESSE OXIDATIVO (EO) 

As reações de oxidação-redução (redox) desempenham papéis benéficos e essenciais 

em diversos processos biológicos, incluindo a regulação da homeostase oxidativa, por meio da 

perda (oxidação) e do ganho (redução) de elétrons. Além de atuarem como sinalizadores 

celulares, em processos reprodutivos, por exemplo, as redox também podem agir como agentes 

oxidantes potencialmente prejudiciais (Barros et al., 2019; Aitken, 2020).  

Durante o metabolismo celular, são gerados radicais livres como subproduto do 

metabolismo aeróbico, resultando na liberação de pró-oxidantes, como as espécies reativas de 

oxigênio (EROs). Estas incluem ânions superóxido (O2
•-), radicais hidroxila (•OH) e peróxidos 

de hidrogênio (H2O2), entre outros. Embora o H2O2 não seja tecnicamente um radical livre, uma 

vez que não possui elétrons desemparelhados, ainda é considerado uma EROs (Agarwal et al., 

2005; Wang et al., 2017).  

As EROs desempenham papéis em vias complexas de sinalização envolvidas em 

diversas funções celulares e são encontradas em equilíbrio nas células em condições fisiológicas 

normais. Muitas das respostas mediadas pelas EROs atuam protegendo as células contra o 

estresse oxidativo e auxiliando no equilíbrio redox. Em níveis baixos, sua produção é até mesmo 

considerada de suma importância, visto que possuem funções no ambiente folicular, na 

maturação dos oócitos, agem como mediadoras no processo de fertilização e contribuem para 

o desenvolvimento embrionário inicial (Sabatini et al., 1999; Dröge, 2002; Romek et al; 2017; 

Sovernigo et al., 2017; Lin & Wang, 2020).  

Quando ocorre a superprodução de EROs em células, fluidos ou tecidos, há um 

desequilíbrio que ultrapassa a capacidade dos mecanismos antioxidantes intrínsecos de 

proteção e regulação, acarretando em um processo conhecido como estresse oxidativo. Sendo 

assim, o estresse oxidativo é desencadeado por moléculas ou compostos que oxidam substratos 

biológicos, levando à geração e superprodução de EROs, altamente danosas para a célula 

(Aitken, 2020).  
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O estresse oxidativo promove uma série de reações em várias moléculas, resultando em 

peroxidação lipídica, ruptura das membranas celulares, agregação e degradação de proteínas, 

além de danos ao DNA. Essas reações desencadeiam uma cascata de eventos que, por fim, 

levam à morte celular (Sovernigo et al, 2017; Catala et al., 2018).  

Na PIVE, o estresse oxidativo representa um desafio significativo. Ele pode originar-se 

tanto de EROs endógenas, geradas pelo metabolismo celular normal, quanto de fontes 

exógenas, incluindo alta concentração de oxigênio (O2), exposição à luz, variações de 

temperatura, pH, suplementos adicionados aos meios de cultura, manipulação dos oócitos, 

procedimentos de criopreservação e outros parâmetros físico-químicos que afetam o 

metabolismo celular como um todo (Turrens, 2003; Das et al., 2006; Lin & Wang, 2020). 

Uma das principais fontes endógenas de estresse oxidativo decorre da cadeia de 

transporte de elétrons mitocondrial. As mitocôndrias são organelas vitais que produzem 

trifosfato de adenosina (ATP) por meio de fosforilação oxidativa (OXPHOS). Durante esse 

processo, o piruvato e os ácidos graxos são oxidados pela cadeia de transporte de elétrons, 

levando à perda de elétrons que reagem diretamente com o oxigênio., formando ânions 

superóxido (O2
•-), que serve como precursor para outras EROs e na propagação das reações da 

cadeia oxidativa, que induzem o estresse oxidativo. O desequilíbrio entre oxidantes e 

antioxidantes interrompe a sinalização redox, ou seja, com o desequilíbrio entre a produção de 

EROs e a capacidade da célula de neutralizá-las com antioxidantes, ocorre o estresse oxidativo, 

culminando em danos nos componentes celulares como lipídios, proteínas e DNA, como citado 

anteriormente (Turrens, 2003; Dumollard et al, 2007; Sies, 2015; Almansa-Ordonez et al., 

2020). 

Durante a maturação dos oócitos, a oxidação do piruvato para geração de ATP é 

acompanhada pela captação de O2 e, consequentemente, pela produção de EROs. Em 

concentrações elevadas, essas EROs desencadeiam a desestabilização do fator promotor da fase 

M (MPF) e a redução dos fatores promotores de sobrevivência, resultando na apoptose mediada 

pela mitocôndria (Harris et al., 2009, Matos et al., 2009; Blerkom, 2011). 

À vista disso, para assegurar a qualidade da produção in vitro de embriões (PIVE), é 

essencial que ocorra a homeostase oxidativa. Esse equilíbrio redox é considerado um fator 

crucial para o bom desempenho do processo e pode ser promovido por meio da adição de 

antioxidantes aos meios de MIV (Eini et al., 2018; Lin & Wang, 2020; Soto-Heras & Paramio, 

2020). 
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EFEITO DA ADIÇÃO DE ANTIOXIDANTES EM MEIOS DE CULTIVO IN VITRO 

Os antioxidantes atuam como “defensores” contra as EROs, neutralizando-as ou 

reduzindo sua produção, tornando-as inofensivas. Eles funcionam como agentes de manutenção 

redox, essenciais para minimizar os danos causados pelo estresse oxidativo. Uma diversidade 

de antioxidantes pode ser adicionada aos meios de cultivo in vitro com intuito de reduzir esses 

danos (Goto et al., 1993; Sovernigo et al., 2017; Lee et al., 2019; Almubarak et al., 2023). 

Os antioxidantes podem ser classificados em várias categorias. Entre os naturais 

endógenos enzimáticos estão a catalase (CAT), a glutationa peroxidase e a superóxido 

dismutase (SOD). Os naturais endógenos não enzimáticos incluem a glutationa, a melatonina e 

a ferritina, por exemplo. Já os antioxidantes naturais exógenos abrangem vitaminas, 

aminoácidos, carotenoides, ácidos graxos, polifenóis, dissacarídeos, entre outros. Além desses, 

existem os antioxidantes sintéticos, como a butil-hidroxitolueno (BHT), o propil galato, os 

tocoferóis e o ácido ascórbico (vitamina C). Esses compostos sintéticos são amplamente 

utilizados devido à sua eficácia e custo-benefício. No entanto, o uso excessivo está 

correlacionado à potenciais riscos à saúde, o que tem gerado em uma crescente demanda por 

alternativas naturais (Goto et al., 1993; Sovernigo et al., 2017; Lee et al., 2019; Rasheed & 

Azeez, 2019; Almubarak et al., 2023). 

Na PIVE, a adição de antioxidantes aos meios de cultura atenua os impactos negativos 

das EROs nos oócitos durante a MIV e contribui para a melhoria do desempenho nas etapas 

seguintes (Rodrigues-Cunha et al., 2016; Eini et al., 2018; Santos et al., 2019).  

Dentre os antioxidantes empregados em meios de cultivo, a vitamina C destaca-se pelos 

efeitos benéficos e custo-benefício em meios de MIV. Sua estrutura química permite que atue 

como doadora de elétrons, funcionando como agente redutor. Essa ação catalítica não apenas 

reduz, mas também neutraliza as EROS devido ao seu alto teor antioxidante e papel como 

cofator enzimático, desempenhando um papel crucial na proteção contra danos oxidativos 

(Wang et al., 2002; Belin et al., 2010; Khazaei & Aghaz, 2017). 

Além da vitamina C, outros compostos antioxidantes exógenos, especialmente 

polifenóis como resveratrol, cisteamina, kaempferol, Syzygium Aromatum, quercetina, por 

exemplo, também demonstram eficácia. Esses antioxidantes têm a capacidade de transferir 

elétrons e radicais de hidrogênio, contribuindo para a proteção antioxidante nos processos de 

MIV (Wang et al., 2014; Sovernigo et al., 2017; Piras et al., 2018; Oliveira et al., 2022; Zhao 

et al., 2022). A vitamina C, particularmente, pode ser utilizada tanto em sua forma natural 

quanto sintética. 
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Estudos indicam que os antioxidantes naturais tendem a apresentar menores efeitos 

colaterais em comparação aos sintéticos, graças à maior estabilidade das estruturas moleculares 

e menor produção de resíduos tóxicos. Essas características são associadas a melhorias nas taxas 

de maturação, fertilização e formação de blastocistos (Dalvit et al., 2005; Chowdhury et al., 

2017; Budani & Tiboni, 2020; Cajas et al., 2020; Aquino et al., 2023; Davoodian et al., 2024). 

Um exemplo promissor de um antioxidante exógeno natural é aquele obtido a partir da 

planta Moringa oleífera. Esta foi amplamente estudada por suas propriedades nutricionais e 

medicinais, pois é rica em compostos antioxidantes, demonstrando benefícios significativos em 

contextos experimentais (Leone et al., 2015; Vats & Gupta, 2017). 

 

Moringa oleífera  

A Moringa oleífera (M. oleífera), uma árvore nativa da Índia e pertencente à família 

moringácea, tem ganhado destaque global devido à sua excepcional capacidade de adaptação a 

ambientes áridos, tropicais e subtropicais. Amplamente distribuída em regiões como América 

Central, do Norte e do Sul, Nepal, África, Filipinas, essa planta não apenas sobrevive, mas 

prospera, oferecendo uma abundante fonte de nutrientes essenciais. Suas diversas partes, 

incluindo folhas, sementes e raízes, são utilizadas há séculos não só como alimento, mas 

também por suas propriedades medicinais (Leone et al., 2016; Alegbeleye, 2018).  

Os nutrientes essenciais dessa planta incluem zinco, magnésio, potássio, cálcio, ferro, 

enxofre, manganês, cobre (Valdez-Solana et al., 2015). Com o passar dos anos, seu uso tem se 

intensificado em virtude das suas propriedades antibacterianas, antioxidantes, anti-

inflamatórias, antifúngicas, anticarcinogênicas, antidiabéticas, dentre outras (Sugunabai et al., 

2014; Aboulthana et al., 2021; Lalan et al., 2023; Segwatibe et al., 2023; Yang et al., 2023). 

Todas as partes da M. oleífera são aproveitáveis para fins nutricionais e medicinais. As 

folhas, especialmente, destacam-se como uma fonte rica de carboidratos, ácidos graxos, 

vitaminas A, B, C, D e E, além de polifenóis como compostos fenólicos e flavonóides, taninos, 

saponinas, alcaloides, aminoácidos e minerais variados. Esses componentes permitem 

desempenhar um papel de suma importância na síntese e metabolismo enzimático, além de 

possuírem forte ação antioxidante (Tesfay et al., 2011; Leone et al., 2016; Liu et al., 2018). 

Além disso, as vitaminas A (β- caroteno), C e E (ɑ- tocoferol) são particularmente 

importantes no processo reprodutivo e na proteção antioxidante. Enquanto a vitamina A é 

essencial para proliferação celular e desenvolvimento embrionário, a vitamina C protege as 

membranas celulares e a vitamina E atua como antioxidante não enzimático, estabilizando o 
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estado redox e mitigando a produção de EROs (Vergara-Jimenez et al., 2017; Tiloke et al., 

2018; Ajantha et al., 2018). 

Os flavonoides presentes na M. oleífera, como quercetina, kaempferol, zeatina, 

catequina, isotiocianatos, rutina, sitosterol, campesterol, miricetina, contribuem 

significativamente para a prevenção de danos causados pelas EROs, atuando como doadores de 

átomos de hidrogênio e neutralizando os radicais livres (Procházková et al., 2011; Saini, et al., 

2016; Vats & Gupta, 2017; Pollini et al., 2020).  

A presença de compostos fenólicos na Moringa oleífera confere-lhe uma notável 

atividade antioxidante, estabilizando os radicais livres gerados pelas células por meio de doação 

e recebimento de elétrons, atuando assim como potentes moléculas antioxidantes. Esta ação é 

fundamental para neutralização dos radicais livres, protegendo as células contra os danos 

oxidativos (Wang et al., 2017; Rani et al., 2018). 

 

CONCLUSÕES 

Conclui-se que a produção de EROs durante o metabolismo celular ocorre de forma 

fisiológica e que em condições normais estes são combatidos pelos antioxidantes produzidos 

intrinsicamente pela célula, além disso, a produção de EROs em baixos níveis é considerada 

benéfica. Contudo, o aumento exacerbado na produção de EROs de forma que não possam ser 

combatidos pelos antioxidantes intrínsecos à célula, podem ocasionar danos celulares e 

acarretar atrasos ou falhas na maturação nuclear e/ou citoplasmática de oócitos durante a 

maturação in vitro. Neste sentido, o uso de antioxidantes é essencial para o incremento do 

processo de MIV, principalmente aqueles naturais, como a Moringa oleífera, que tendem a 

apresentar menores efeitos colaterais em comparação aos sintéticos. 
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CAPÍTULO 2:  Suplementação com diferentes concentrações do extrato de Moringa oleifera em 
meios de maturação in vitro de oócitos bovinos 

 

RESUMO 

Uma das principais causas da ineficiência na Produção in vitro de embriões bovinos 

(PIVE) é o estresse oxidativo. Para mitigá-lo, a incorporação de antioxidantes em meios de 

maturação in vitro (MIV) de oócitos bovinos é uma estratégia eficaz, visto que auxilia na 

regulação dos níveis de espécies reativas de oxigênio (EROs). A Moringa oleífera, antioxidante 

exógeno natural, apresenta potencial promissor para uso durante a MIV. O presente estudo 

avaliou o emprego de diferentes concentrações do extrato de Moringa oleífera nos meios MIV, 

com foco em sua eficácia na maturação nuclear e citoplasmática de oócitos, além do potencial 

de membrana mitocondrial (ΔΨm) e quantificação dos níveis de EROs. Os oócitos foram 

maturados in vitro em cinco condições experimentais: M0 (sem antioxidantes, controle 

negativo), M50 (50 µg/mL), M100 (100 µg/mL), M150 (150 µg/mL) e VIT C (50 µg/mL, 

controle positivo). No Experimento I, foram avaliadas a expansão e a viabilidade das células 

do cumulus. Não houve diferença significativa nas taxas de expansão das células do cumulus 

(p > 0,05), mas o grupo VIT C apresentou maior viabilidade celular em relação aos demais 

grupos (p < 0,05). Na maturação nuclear, os grupos M50, M150 e VIT C aumentaram o 

percentual de oócitos em MII (p < 0,05). No Experimento II, os oócitos foram avaliados quanto 

à maturação citoplasmática, por meio da distribuição mitocondrial, e níveis de (ΔΨm). No 

experimento III, os níveis de EROs foram avaliados por marcação com H2DCFDA. Os grupos 

M50 e VITC exibiram menor intensidade de marcação, indicando menor presença de EROs (p 

< 0,05). Os resultados indicam que o extrato de Moringa oleífera, na concentração de 50 µg/mL, 

demonstrou eficácia no suporte à maturação nuclear, sem comprometer a viabilidade das células 

do cumulus, além de reduzir o estresse oxidativo e otimizar a função mitocondrial dos oócitos 

bovinos durante a MIV. No entanto, estudos adicionais são necessários para investigar os 

efeitos desse antioxidante nos mecanismos envolvidos na ativação mitocondrial e no 

desenvolvimento embrionário subsequente.  

 

Palavras-chave: biotecnologias reprodutivas, produção in vitro de embriões, bovinos, extrato 

hidroalcóolico, maturação nuclear, estresse oxidativo 
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1. INTRODUÇÃO 

Segundo dados da Sociedade Internacional de Transferência de Embriões (IETS), 

observou-se um expressivo aumento de 15,8% no número global de embriões bovinos 

produzidos in vitro, em comparação ao ano de 2022 (IETS, 2024).  

Esse crescimento expressivo ao longo dos anos tem incentivado pesquisas constantes na 

busca por componentes adicionais que possam ser integrados nas etapas da Produção in vitro 

de Embriões (PIVE), especialmente durante a etapa de maturação in vitro (MIV) (Baruselli et 

al., 2019; Cajas et al., 2020; Davoodian et al., 2024). Essa etapa, considerada crucial, ainda 

apresenta limitações que impactam o desempenho das fases subsequentes da PIVE (Cavallari 

et al., 2019; Soto-Heras & Paramio, 2020)  

Para que a MIV seja eficaz, é essencial que ocorra um desenvolvimento oocitário 

adequado, o que depende de sua capacidade de alcançar a competência necessária por meio de 

modificações estruturais, moleculares e bioquímicas (Hytel et al., 1986; Coticchio et al., 2015). 

Essas modificações demandam uma grande quantidade de energia, suprida pelo aumento da 

atividade mitocondrial. As mitocôndrias, ao intensificarem a síntese de trifosfato de adenosina 

(ATP), garantem o fornecimento de energia suficiente para o desenvolvimento do oócito 

(Reynier et al., 2001; Santos et al., 2006; Munakata et al., 2016). 

Entretanto, Durante a produção de ATP pelas mitocôndrias, por meio da fosforilação 

oxidativa (OXPHOS), são geradas espécies reativas de oxigênio (EROs) como subprodutos do 

metabolismo celular. Quando essas espécies são produzidas em excesso, podem causar um 

desequilíbrio celular, acarretando um estresse oxidativo (Stojkovic et al., 2001; Ge et al., 2012; 

Eini et al., 2018). 

O estresse oxidativo é uma das principais causas de ineficiência no desenvolvimento de 

oócitos e embriões produzidos in vitro, impactando negativamente não apenas a fase de 

maturação, mas também as etapas subsequentes de fertilização in vitro (FIV) e cultivo in vitro 

(CIV) ou desenvolvimento embrionário (Leite et al., 2017). No entanto, em condições normais, 

as EROs não induzem o estresse oxidativo, pelo contrário, desempenham funções benéficas e 

essenciais como moléculas sinalizadoras no processo reprodutivo. Elas são de suma 

importância para a expansão das células do cumulus e, in vivo, tem um papel crucial na 

retomada da meiose e em todo o processo que culmina na liberação dos oócitos durante a 

ovulação e sua maturação (Shkolnik et al., 2011; Cao et al., 2020).  

Diante disso, para otimizar o desempenho na PIVE, é fundamental preservar o equilíbrio 

oxidativo (Sabatini et al., 1999). Uma abordagem eficaz para alcançar essa homeostase é a 

incorporação de antioxidantes em meios de MIV, que auxiliam na regulação dos níveis de EROs 
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e mitigam os potenciais danos causados pelo estresse oxidativo (Romek et al; 2017, Sovernigo 

et al., 2017; Cajas et al., 2020; Aquino et al., 2023).  

Os antioxidantes naturais representam uma excelente alternativa que vem sendo 

amplamente estudados, visto que ajudam a atenuar os efeitos deletérios das EROs, promovendo 

a homeostase oxidativa. Além disso, esses compostos têm demonstrado potencial para aumentar 

as taxas de maturação, fertilização e formação de blastocistos (Wang et al., 2014; Sovernigo et 

al., 2017; Piras et al., 2018; Zhao et al., 2022; Wang et al., 2024). 

Um exemplo promissor de antioxidante exógeno natural é o obtido a partir da planta 

Moringa oleífera. Amplamente estudada por suas propriedades nutricionais e medicinais, a 

moringa é rica em compostos antioxidantes e tem mostrado benefícios significativos em 

contextos experimentais não apenas devido sua ação antioxidante, mas também devido suas 

propriedades antibacterianas, anti-inflamatórias, antifúngicas, anticarcinogênicas, 

antidiabéticas, dentre outras (Sharma et al., 2011; Leone al., 2016; Sultana et al., 2020; Vats & 

Gupta, 2017). Esses benefícios podem ser relevantes para a PIVE, contribuindo para a melhoria 

dos resultados de maturação e desenvolvimento de oócitos. 

Diante deste cenário, é de grande relevância realizar estudos que investiguem o uso da 

Moringa oleífera na MIV, com foco no equilíbrio das EROs e na melhoria da etapa de MIV da 

PIVE de bovinos. Isso se justifica pela escassez de pesquisas que explorem os reais efeitos do 

extrato de Moringa oleífera em experimentos in vitro na área de biotecnologia reprodutiva 

animal (Barakat et al., 2015). Assim, hipotetiza-se que o uso do extrato de Moringa oleífera 

nos meios de MIV será capaz de melhorar o desempenho dos oócitos bovinos, por meio da 

redução das EROs e melhoria no desempenho mitocondrial.  

Frente ao exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o emprego do extrato 

de Moringa oleífera em meios de maturação in vitro de oócitos bovinos, com foco em sua 

influência na maturação nuclear e citoplasmática, além da quantificação dos níveis de EROs. 

Especificamente, buscou-se:  

Experimento I- Analisar os efeitos da Moringa oleífera na expansão e na viabilidade 

das células do cumulus e na maturação nuclear de oócitos nos diferentes grupos experimentais 

e determinar se a adição de moringa nos meios de maturação promove o aumento na taxa de 

oócitos que atingem o estágio de metáfase II (MII); 

Experimento II- Analisar os efeitos da Moringa oleífera na maturação citoplasmática de 

oócitos bovinos por meio da avaliação de distribuição mitocondrial e nos níveis de potencial de 

membrana mitocondrial (ΔΨm) em oócitos bovinos; 
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Experimento III- Analisar o efeito da Moringa oleífera nos níveis EROs intracelular em 

oócitos bovinos e verificar se o uso do extrato reduz a liberação de EROs e o potencial de 

membrana mitocondrial durante a maturação oocitária. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Todo o experimento foi conduzido de acordo com as normas do Colégio Brasileiro para 

Experimentação Animal (COBEA), após aprovação pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal da Universidade de Uberaba sob o protocolo número 009/2021 (Normas éticas- Anexo 

1). 

O projeto foi realizado no Laboratório de Pesquisa em Sanidade e Produção Animal nos 

Trópicos, localizado no Hospital Veterinário da Uniube (HVU) da Universidade de Uberaba 

(Uniube). As avaliações de maturação nuclear, maturação citoplasmática, quantificação dos 

níveis de EROs e potencial de membrana mitocondrial realizadas por meio de microscópio de 

fluorescência. 

 

2.1. Preparo do extrato da Moringa oleífera  

Para a obtenção do extrato, as folhas da Moringa oleífera foram coletadas em maio de 

2022 no município de Catalão, situado no sudeste do estado de Goiás, Brasil. A região possui 

características morfoclimáticas típicas dos cerrados, com uma altitude variando entre 650 e 

1.200 metros, temperatura média de 24°C e precipitação média anual de aproximadamente 1400 

mm.  

As folhas, uma vez coletadas, foram transportadas em caixas de papelão, contendo um 

fundo revestido por papel toalha, para Uberaba, localizada no estado de Minas Gerais, Brasil.   

Para realizar o processo de secagem, as folhas foram dispostas sobre uma bancada, com papel 

toalha posicionado entre elas e a superfície da bancada ao longo de sete dias (Figura 1). Três 

vezes ao dia, as folhas foram reviradas para que ambos os lados ficassem devidamente secos 

(Barakat et al., 2015). 
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Figura 1. Imagem das folhas de Moringa oleífera dispostas sobre bancada coberta com papel toalha. As folhas 
foram reviradas 3 vezes ao dia para que ambos os lados secassem. Tal procedimento foi realizado por 7 dias. 
 

Após a secagem, as folhas foram mantidas em estufa de temperatura controlada a 50 °C, 

durante três dias consecutivos, para finalizar e garantir a secagem por completo.  

Utilizando-se gral e pistilo deu-se início a maceração das folhas, seguida pela passagem 

na peneira tamis 10 e tamis 20, resultando assim no pó da folha de Moringa oleífera (Figura 2).  

 
Figura 2. Preparação do pó das folhas de Moringa oleífera para produção do extrato hidroalcóolico, no 
Laboratório de Farmacologia da Universidade de Uberaba (Uniube). A. Folhas secas prontas para o processo de 
maceração. B. Maceração das folhas realizada em um gral com auxílio de um pistilo. C. Após maceração, o pó foi 
peneirado sucessivamente nas malhas de tamis 10 e 20. D. Pó resultante da maceração e peneiragem das folhas de 
Moringa oleífera, finalizado e pronto para produção do extrato hidroalcóolico 
 



47 
 

 

Para extração foram utilizadas 20 gramas deste pó, o qual foi colocado em um 

Erlenmeyer contendo 100 mL de água destilada e 100 mL de etanol a 95%, obtendo-se a 

concentração de 10%, e este foi mantido sob agitador durante 48 horas. 

Após 48h este conteúdo foi transferido para um funil de Büchner com papel filtro sob 

Kitassato e utilizou-se uma bomba de vácuo juntamente com sistema de filtração para filtrar e 

obter o extrato líquido. Feito isto, o conteúdo extraído foi mantido em estufa com temperatura 

controlada a 50 °C até evaporação completa do solvente, o que levou 15 dias e resultou em 

massa firme do extrato seco que, posteriormente, foi macerado em gral com auxílio do pistilo 

para obtenção do pó. Para finalizar, o extrato em pó foi armazenado em pote de vidro 

esterilizado, vedado com Parafilm® (Kasvi, São José dos Pinhais, PR, Brasil), envolto por papel 

alumínio, alocado em tubo Falcon e congelado para que fosse utilizado quando necessário 

(Figura 3). A preparação do extrato segue a metodologia proposta por Barakat et al. (2015). 
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Figura 3. Obtenção do extrato hidroalcóolico das folhas de Moringa oleífera, no Laboratório de Farmacologia da 
Universidade de Uberaba (Uniube). A. Notar conteúdo presente no Erlenmeyer contendo 20 gramas do pó das 
folhas de Moringa oleífera, 100 mL de água destilada e 100 mL de etanol a 95%, obtendo-se a concentração de 
10%, após 48 horas de agitação. B. Preparação da bomba à vácuo juntamente com sistema de filtração e funil de 
Büchner com papel filtro sobre um Kitassato. C. Início da filtração à vácuo, depositando-se o conteúdo agitado 
por 48 horas no funil de Büchner com papel filtro. D. Notar massa seca restante após a finalização da filtração à 
vácuo. E. Extrato hidroalcóolico líquido obtido após filtração a vácuo. F. Becker contendo o extrato hidroalcóolico 
líquido que foi mantido em estufa com temperatura controlada a 50 °C até evaporação completa do solvente. G. 
Após 15 dias, a evaporação completa do solvente resultando em uma massa firme do extrato. H. Maceração da 
massa firme do extrato seco em um gral com auxílio do pistilo para obtenção do extrato em pó. I. Armazenamento 
do extrato seco em pó em um pote de vidro estéril. 
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2.2. Coleta dos ovários e punção folicular   

Para o presente estudo foram utilizados ovários bovinos advindos do frigorífico 

abatedouro comercial Boi Bravo, localizado no município de Uberaba- MG.  

Para as coletas, em uma garrafa térmica de 2,5 L, depositou-se 500 mL de solução 

fisiológica (NaCl 0,9%, JP Indústria Farmacêutica S.A., Ribeirão Preto, SP, Brasil), 

previamente aquecida entre 35 e 38 °C. Após este processo, a garrafa foi transferida para o 

frigorífico, onde os funcionários responsáveis realizavam a coleta dos ovários. Ao fim de cada 

coleta, a garrafa foi transportada para o Laboratório de Pesquisa em Sanidade e Produção 

Animal nos Trópicos – Uniube, localizado no Hospital Veterinário da Uniube (HVU), da 

Universidade de Uberaba. 

 No laboratório, os ovários foram lavados com NaCl 0,9% previamente aquecida entre 

35 e 38 °C até que um aspecto translúcido fosse obtido e, posteriormente, mantidos imersos em 

solução de NaCl 0,9% em banho maria (BM) a 37 oC até o momento da punção folicular (Figura 

4). Todos os folículos com diâmetro entre 2 e 8 mm foram aspirados com seringas de 10 mL e 

agulhas 30 x 0,8 mm (21G 1/4) (Figura 5). 

 

 
Figura 4. Preparação dos ovários bovinos para punção folicular após a coleta que foi realizada no frigorífico 
abatedouro Boi Bravo, situado no município de Uberaba-MG. A. Ovários lavados em NaCl 0,9%, previamente 
aquecida entre 35 e 38 °C, até ficarem com aspecto translúcido. B. Ovários imersos em solução de NaCl 0,9%, e 
mantidos em banho maria entre 35 e 38 °C até momento da aspiração folicular. 
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Figura 5. Ovário bovino, coletado no frigorífico abatedouro Boi Bravo, situado no município de Uberaba-MG. 
Observar folículos ovarianos de diversos diâmetros (setas pretas). Apenas aqueles entre 2 e 8 mm foram aspirados.  

 

Após a aspiração, retirou-se a agulha da seringa, para que o líquido folicular fosse 

depositado em tubo Falcon de 50 mL. Tal tubo foi mantido em BM, em posição vertical por 10 

minutos para que os oócitos precipitassem e ocorresse a formação do pellet (Figura 6). Em 

seguida, o precipitado foi pipetado e transferido para mini filtro de oócitos (WTA, Cravinhos, 

SP, Brasil) que, posteriormente, foi invertido e lavado com solução salina tamponada (PBS- 

Solução salina tamponada com fosfato, Sigma- Aldrich® Corporation, St. Louis, EUA) e 

disposto sob placa de Petri 100 x 20 mm (Figura 7).  

 
Figura 6. Aspiração folicular de oócitos provenientes de ovários bovinos coletados em frigorífico abatedouro Boi 
Bravo, situado no município de Uberaba-MG. A. Os folículos entre 2 e 8 mm, foram aspirados com auxílio de 
agulha 30 x 8 mm e seringa de 10 mL. B. Notar que o líquido folicular foi cuidadosamente depositado na parede 
do tubo Falcon de 50 mL. C. Após 10 minutos de repouso com o tubo Falcon em posição vertical, mantido em 
banho maria a 37 oC, notar a formação do pellet no fundo do tubo (região circundada em vermelho). 
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Figura 7. Filtragem do pellet para seleção dos oócitos após aspiração folicular de ovários provenientes de 
frigorífico abatedouro localizado em Uberaba-MG. A. Após a formação do pellet, este foi cuidadosamente 
pipetado em mini filtro para oócitos. Observe o mini filtro sobre tubo Falcon de 50 mL contendo o conteúdo 
pipetado (seta preta). B. Momento em que o pellet contendo os oócitos foi filtrado (setas pretas) C. Imagem obtida 
após filtragem do pellet. Nota-se no fundo do mini filtro o conteúdo que foi filtrado, pronto para ser utilizado (setas 
pretas). D. Placa de Petri previamente preparada, de 100 x 20 mm, para receber o fluido contendo os oócitos que 
foi filtrado, invertido e lavado sobre a placa para o rastreamento subsequente. 
 
 
 
 

2.3. Seleção dos oócitos e Maturação in vitro 

Os oócitos foram selecionados e classificados em relação à qualidade do citoplasma e o 

número de camadas de células do cumulus oophurus, com auxílio de estereomicroscópio. 

Apenas os oócitos classificados em grau 1 e 2 foram selecionados para a maturação (Figura 8). 

A classificação segue a metodologia proposta por Gonçalves et al. (2008) (Tabela 1). 
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Figura 8. Imagem, em aumento de 40x, de oócitos bovinos após seleção e classificação. Considerando que apenas 
aqueles selecionados e classificados como Grau 1 (exemplificados pelas setas vermelhas) e Grau 2 (exemplificados 
pelas setas amarelas) prosseguiram para a etapa de maturação in vitro (MIV). 
 
Tabela 1. Classificação dos oócitos bovinos segundo as características dos complexos cumulus oophurus (CCOs) 
e citoplasma, de acordo com a metodologia de Gonçalves et al. (2008). 
 

Grau 1 CCOs compactos, contendo mais de três camadas de células.  
Citoplasma homogêneo 

Grau 2 CCOs compactos, contendo número de camadas de células igual ou menor do que três. 
Citoplasma com granulação distribuídas de modo heterogêneo.  

Grau 3 Cumulus oophurus presente, porém expandido.  
Citoplasma contraído, degenerado ou fragmentado. 

Grau 4 Oócito desnudos, sem células do Cumulus oophurus ao seu redor.  

 

Os oócitos selecionados foram transferidos para gotas de 100 µL de PBS e, por fim, 

foram lavados em, 4 gotas de 100 µL de BotuFIV Oocyte Wash® (Botupharma Biotecnologia 

Animal, Botucatu, SP, Brasil), com intuito de remover o excesso de debris celulares (Figura 9). 
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Figura 9. Placa de Petri de 60 mm contendo 4 gotas de 100 µL de PBS (indicadas pelas setas vermelhas) e 4 gotas 
de 100 µL de BotuFIV Oocyte Wash® (indicadas pelas setas pretas). A gotas de PBS foram usadas para seleção 
dos oócitos, enquanto as de BotuFIV Oocyte Wash® foram destinadas à remoção do excesso de debris celulares.  
 

Após esta etapa, a quantidade de oócitos obtidos foi estimada e dividida em cinco grupos 

experimentais: M0 – sem antioxidante, controle negativo (-), M50 - Moringa oleífera 50 

µg/mL, M100 - Moringa oleífera 100 µg/mL, M150 - Moringa oleífera 150 µg/mL e VITC - 

vitamina C (A4403- Sigma- Aldrich® Corporation, St. Louis, EUA) 50 µg/mL, controle 

positivo (+). Cerca de 25 a 30 oócitos foram transferidos para gotas de 100 µL de meio MIV 

BotuFIV IVM® (Botupharma Biotecnologia Animal, Botucatu, SP, Brasil) acrescidas de 10% 

de soro fetal bovino (SFB- Soro Fetal Bovino, Sigma- Aldrich® Corporation, St. Louis, EUA) 

e com adição de seus respectivos tratamentos (q.s.p.). Essas gotas foram colocadas em placa de 

Petri de 30 mm (conforme indicado na Tabela 2) e, em seguida, foram cobertas com óleo 

mineral e incubadas por 22h a 38,5 °C, com 5% de CO2 em ar e umidade saturada (Figura 10). 

É importante destacar que a placa de Petri, contendo as gotas com seus respectivos tratamentos, 

foi preparada com pelo menos duas horas de antecedência para permitir a estabilização do pH 

do meio BotuFIV IVM®, em estufa a 38.5 °C, com 5% de CO2 em ar e umidade saturada. 

Tabela 2. Preparação, diluição do estoque e obtenção da concentração final dos antioxidantes para adição nos 
meios de MIV contendo oócitos bovinos provenientes de ovários coletados em um frigorífico abatedouro em 
Uberaba-MG. 

Substâncias Diluentes Estoquesa MIV 
Moringa oleífera 50 (M50) Água 0,01 g/mLb 50 µg/mL – 0,5 µLc  
Moringa oleífera 100 (M100) Água 0,01 g/mLb 100 µg/mL – 1,0 µLc 
Moringa oleífera 150 (M150) Água 0,01 g/mLb 150 µg/mL – 1,5 µLc 
Vitamina C (controle positivo) Água 0,01 g/mL 50 µg/mL – 0,5 µLc 

aAs soluções ‘estoque’ foram aliquotadas em microtubos e armazenadas à - 20 °C por seis meses.  
bA solução estoque da Moringa oleífera foi a mesma para as diferentes concentrações, variando apenas o volume 
pipetado no meio de maturação in vitro (MIV).  
c Volume pipetado do estoque que foi transferida para as gotas de MIV (q.s.p.). 
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Figura 10. Placa de Petri de 30 mm com gotas de 100 µL contendo seus respectivos tratamentos (M0, M50, M100, 
M150 e VITC). A. Placa de Petri preparada com duas horas de antecedência para permitir a estabilização do pH 
do meio BotuFIV IVM®, juntamente com seus respectivos tratamentos, em estufa a 38.5 °C, com 5% de CO2 em 
ar e umidade saturada. B. Notar meio já estabilizado contendo os oócitos divididos entre os cinco grupos, prontos 
para a MIV em estufa a 38.5 °C, com 5% de CO2 em ar e umidade saturada, por 22 horas. 
 
2.4. Experimento I: Avaliação das células do cumulus e da maturação nuclear 

Após 22h de MIV, com auxílio de um estereomicroscópio, os complexos cumulus 

oophurus (CCO’s) foram avaliados quanto a expansão das células do cumulus. Aqueles que se 

encontravam expandidos e/ou mucificados foram considerados maduros. Para avaliação da 

viabilidade celular, as células do cumulus expandidas foram removidas com hialuronidase tipo 

II (1 mg/mL) (H2126- Sigma- Aldrich® Corporation, St. Louis, EUA) e sucessivas pipetagens. 

Em seguida, a suspensão celular obtida foi corada com trypan blue (0,2 %) (T8154- Sigma- 

Aldrich® Corporation, St. Louis, EUA) transferida para a câmara de Neubauer, coberta com 

lamínula e visualizada em microscópio óptico em aumento de 40 vezes. Todas as células 

presentes nos 4 quadrantes externos foram contadas, sendo que as células coradas em azul 

foram classificadas como não viáveis e as não coradas como viáveis, como descrito por Santos 

et al., (2019). 

Tal avaliação foi realizada em todas as 21 rotinas destinadas a avaliação da maturação 

nuclear, quantificação dos níveis de EROs intracelular e avaliação do potencial de membrana 

mitocondrial e maturação citoplasmática.   

Para a maturação nuclear, foram realizadas dez rotinas para avaliar a maturação nuclear 

dos oócitos para todos os 5 grupos experimentais. Após 22 h de MIV, realizou-se o 

desnudamento dos oócitos, como citado no item 2.4. Em seguida, os oócitos foram lavados em 

gotas de 100 µL contendo PBS com 1% de BSA e, posteriormente, foram transferidos para 

placas de cultivo com cinco poços (WTA, Cravinhos, Brasil), com cada poço contendo 500 µL 
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de Hoechst 33342 (10 µg/mL) (B2261- Sigma- Aldrich® Corporation, St. Louis, EUA). Essas 

amostras foram incubadas no escuro, em estufa a 38,5 °C e 5% de CO2 em ar e umidade 

saturada, por 30 minutos. Após a incubação, os oócitos foram lavados em PBS/BSA 

transferidos para lâminas de vidro e visualizados em microscópio invertido de epifluorescência 

(EVOS FL; Invitrogen, Massachusetts, EUA), com um filtro de excitação de 346 nm e emissão 

de 460 nm, em aumento de 40 x. Por fim, os oócitos foram classificados quanto à presença de 

vesícula germinativa (VG), quebra da vesícula germinativa (QVG), metáfase I (MI), anáfase I/ 

telófase I (AI/TI), metáfase II (MII) e degenerados/ não identificados (D/NI). Os estágios VG e 

QVG foram considerados imaturos, MII com extrusão do primeiro corpúsculo polar foi 

considerado maduro, enquanto os estágios MI, AI/TI foram classificados como intermediários. 

Por fim, os considerados como D/NI foram aqueles que não puderam ser classificados e/ou 

encontravam-se degenerados, como descrito por Santos et al., (2019). 

 

2.5. Experimento II: Maturação citoplasmática e avaliação do potencial de membrana 

mitocondrial (ΔΨm) 

Foram realizadas seis rotinas de MIV com todos os 5 grupos experimentais para avaliar 

a maturação citoplasmática e o ΔΨm usando a coloração MitoTracker Red® (CMXRos M7512, 

Invitrogen, Califórnia, USA). Após 22 h de MIV, os oócitos foram lavados duas vezes em PBS, 

desnudados conforme descrito no item 2.4., e então incubados em placas de Petri com cinco 

poços contendo 500 µL de 0,5 µM de MitoTracker Red®, como descrito por Santos et al. (2019). 

Em seguida, foram incubados no escuro, em estufa a 38,5 °C, com 5 % de CO2 em ar e umidade 

saturada, por 30 minutos. Após a incubação, os oócitos foram lavados em gotas de 100 µL de 

PBS contendo 1% BSA, transferidos para lâminas de vidro e visualizados em microscópio 

invertido de epifluorescência (EVOS FL; Invitrogen, Massachusetts, EUA), utilizando filtro de 

excitação de 579 nm, emissão de 599 nm e aumento de 40x para avaliação da distribuição 

mitocondrial e 10x para avaliação de ΔΨm após MIV. 

Os pixels referentes a intensidade do sinal de fluorescência foram identificados e as 

imagens resultantes foram capturadas e analisadas usando o software ImageJ. Foi registrada a 

intensidade do sinal de cada oócito, além de ser avaliada a intensidade do sinal em 15 áreas sem 

oócitos para determinar o nível do sinal de fundo, denominado como “background”.  Nesta 

análise, a intensidade de fluorescência foi utilizada como indicador do potencial de membrana 

mitocondrial, sendo que uma maior intensidade foi associada a um ΔΨm mais elevado.  

Além disso, os oócitos marcados foram avaliados para determinar a maturação 

citoplasmática com base na distribuição das mitocôndrias. Foram classificadas em distribuição 
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periférica (oócitos imaturos), distribuição dispersa (oócitos maduros) e mitocôndrias em 

transição (com distribuição periférica e dispersa- oócitos parcialmente maduros), conforme 

descrito por Sá et al., 2019.  

Outro critério para avaliação foram os padrões de organização mitocondrial, seguindo a 

classificação proposta por Piras et.al (2018). O padrão “A” caracterizava-se por uma estrutura 

fina, homogênea e com pequenas granulações espalhadas pelo citoplasma. Enquanto o padrão 

“B”, apresentava um aglomerado heterogêneo, com grandes granulações espalhadas por todo o 

citoplasma ou concentradas em domínios citoplasmáticos específicos. Entre esses padrões, o 

padrão “B” foi associado a índices de maturação mais elevados.  

 

2.6. Experimento III: Quantificação dos níveis de EROs intracelular pelo ensaio de 

diclorofluoresceína 

Foram conduzidas cinco rotinas de MIV com todos os 5 grupos experimentais para 

avaliação de ROS intracelular com 2’7’- diacetato de diclorofluoresceína (H2DCFDA D6883- 

Sigma- Aldrich® Corporation, St. Louis, EUA). Após o período de 22 h de MIV, os oócitos 

foram submetidos a duas lavagens em gotas de 100 µL contendo PBS, seguido pelo processo 

de desnudamento conforme descrito no item 2.4. Posteriormente, os oócitos foram incubados 

em placas de Petri com cinco poços, cada um contendo 500 µL de 5 µM da sonda fluorescente 

2’7’- diacetato de diclorofluoresceína. Essa sonda foi preparada dissolvendo-se 0,003 g do pó 

em 10 mL de dimetilsulfóxido (DMSO) para o preparo da solução estoque a uma concentração 

de 500 µM e, posteriormente, dilui-se a mesma em PBS para a obtenção da solução de trabalho 

a uma concentração de 5 µM, conforme previamente descrito por Santos et al. (2019). 

Após 30 minutos de incubação, no escuro, em estufa a 38,5 °C e 5% de CO2 em ar e 

umidade saturada, os oócitos foram lavados duas vezes em gotas de 100 µL de PBS contendo 

1 % de BSA. Em seguida, foram transferidos para lâminas de vidro e visualizados em 

microscópio invertido de epifluorescência (EVOS FL; Invitrogen, Massachusetts, EUA), com 

um filtro de excitação de 504 nm, emissão de 529 nm e aumento de 10x. 

 Os pixels referentes a intensidade dos sinais de fluorescência foram identificados e as 

imagens resultantes foram capturadas e analisadas usando o software ImageJ. Foi registrada a 

intensidade do sinal de cada oócito, além de ser avaliada a intensidade do sinal em 15 áreas sem 

oócitos para determinar o nível do sinal de fundo, denominado como “background”. Esse valor 

foi subtraído dos dados obtidos para cada oócito, sendo que um aumento na intensidade de 

fluorescência está associado a um maior o conteúdo intracelular de EROs. 
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3. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

O experimento seguiu um delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial 

5x1, com cinco grupos experimentais (M0, M50, M100, M150 e VITC) e um momento de 

avaliação (após a maturação in vitro). Foram analisados os seguintes parâmetros: expansão dos 

COCs, viabilidade das células do cumulus, maturação nuclear, distribuição mitocondrial, ΔΨm 

e níveis de EROs. 

Todos os dados foram expressos em média ± erro padrão (EP). Para expansão e 

viabilidade das células do cumulus, utilizou-se o teste Qui-quadrado, com comparações 

adicionais pelo teste exato de Fisher em caso de diferenças significativas. Para a maturação 

nuclear, os percentuais de oócitos em diferentes estágios foram submetidos ao mesmo 

procedimento. 

Quanto a distribuição mitocondrial (periférica, dispersa e transição), esta foi avaliada 

pelo teste de Kruskal-Wallis, seguida pelo teste de Dunn para comparações múltiplas entre os 

grupos. Já com relação aos padrões de distribuição A e B, realizou-se apenas o teste Qui-

quadrado.  

Para o ΔΨm e os níveis de EROs, o valor de cada leitura da fluorescência do oócito foi 

obtido, subtraído da média do backgound e avaliado quanto à normalidade pelo teste de 

Shapiro-Wilk. Como os dados não apresentaram distribuição Gaussiana, realizou teste de 

Kruskal-Wallis, seguida pelo teste de Dunn para comparações múltiplas entre os grupos. Esses 

dados também são apresentados em média ± erro padrão (EP). 

Todas as análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism 5.0 

(GraphPad Software Inc., San Diego, USA), com nível de confiança de 95%. 

 

4. RESULTADOS 

Foram utilizados um total de 594 ovários para obter 3120 oócitos imaturos viáveis. Isso 

resultou em uma média de 5,26 oócitos viáveis por ovário, os quais foram distribuídos entre as 

avaliações.  

 

4.1. Experimento I: Efeitos da Moringa oleífera na expansão e na viabilidade das células do 

cumulus e na maturação nuclear de oócitos bovinos 

Nenhuma diferença significativa foi observada entre os grupos nas análises de expansão 

das células do cumulus. Já na análise da viabilidade das células do cumulus, o grupo VITC 

apresentou a maior a viabilidade (54,86 ± 4,54), sendo significativamente superior aos grupos 

M0 (43,63 ± 4,31), M50 (37,24 ± 4,71), M100 (36,94 ± 4,73) e M150 (34,54 ± 4,98) (p<0,0001). 
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Na comparação dos demais grupos a viabilidade das células do cumulus não foi diferente entre 

os grupos M50 e M100 (p > 0,05) e diferiu na comparação entre os demais grupos (Tabela 3.) 

Nos resultados obtidos do efeito da Moringa oleífera na maturação nuclear (média ± 

erro padrão), observou-se que as concentrações de 50 µg/mL (39,51 ± 6,05), 150 µg/mL (38,89 

± 6,19) e vitamina C 50 µg/mL (39,44 ± 5,73) aumentaram (p<0,05) o percentual de oócitos 

que atingiram o estágio de MII (Figura 11) em comparação ao grupo controle e M100 (Tabela 

3). 

 

Tabela 3. Influência da Moringa oleífera após 22 horas de maturação in vitro, oócitos bovinos provenientes de 
ovários de frigorífico abatedouro analisados quanto à expansão dos CCOs por inspeção visual, viabilidade celular 
do cumulus por coloração com Trypan blue e maturação nuclear por marcação com Hoechst (média ± EP).  

GRUPOS CCO´s EXPANDIDOS, % CCO´s VIÁVEIS, % MATURAÇÃO NUCLEAR- 
OÓCITOS EM MII, % 

M0 (-) 99,66 ± 0,04 (587/589) 43,63 ± 4,31 (17126/39168)A 29,32 ± 2,99 (76/270)A 

M50 99,57 ± 0,06 (587/589) 37,24 ± 4,71 (12068/36015)B 39,51 ± 6,05 (101/259)B 

M100 99,84 ± 0,03 (583/585) 36,94 ± 4,73 (12643/37262)B 33,46 ± 6,44 (96/289)A,B 

M150 99,69 ± 0,04 (597/599) 34,54 ± 4,98 (8460/27553)C 38,89 ± 6,19 (107/279)B 

VITC (+) 99,55 ± 0,06 (601/604) 54,86 ± 4,54 (14354/26107)D 39,44 ± 5,73 (111/282)B 

* Letras diferentes na mesma coluna evidenciam diferença significativa (p <0,05, Teste Qui-quadrado).  
MII- Metáfase II. (-) controle negativo. (+) controle positivo. 
 

   
Figura 11. Microscopia de epifluorescência demonstrando avaliação da maturação nuclear de oócitos bovinos 
provenientes de ovários de frigorífico abatedouro, por meio de marcação com Hoechst, após 22 horas de MIV A. 
Oócito imaturo em estágio de vesícula germinativa. B. Oócito maduro em metáfase II, evidenciando o núcleo (seta 
vermelha) e a extrusão do 1º corpúsculo polar (seta amarela). Aumento 40x.  
 
4.2.  Experimento II: Efeitos da Moringa oleífera na maturação citoplasmática de oócitos 

bovinos por meio da avaliação de distribuição mitocondrial e nos níveis de potencial de 

membrana mitocondrial (ΔΨm) em oócitos bovinos 

Não foram observadas diferenças significativas na distribuição mitocondrial periférica, 

em transição ou dispersa (Tabela 4, Figura 12), assim como nos padrões de distribuição 

mitocondrial A e B.  
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Tabela 4. Efeito da Moringa oleífera na maturação citoplasmática de oócitos bovinos provenientes ovários de 
frigorífico abatedouro. Os oócitos, após 22 horas de maturação in vitro, foram quanto à distribuição mitocondrial 
e seus padrões, utilizando MitoTracker Red® (média ± EP), controle positivo (VITC) e negativo (sem 
antioxidante).  

* Letras diferentes na mesma coluna evidenciam diferença significativa (p <0,05, Distribuição mitocondrial- 
Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn; Padrões de distribuição- Teste Qui-quadrado). (-) controle 
negativo. (+) controle positivo. 
 

 
Figura 12. Imagens fluorescentes de oócitos bovinos provenientes de ovários de frigorífico abatedouro, corados 
com MitoTracker Red® após 22 horas de maturação in vitro. A distribuição mitocondrial foi avaliada em diferentes 
grupos tratados com antioxidantes, Moringa oleífera (50, 100 e 150 µg/mL) e da vitamina C (50µg/mL). As 
imagens ilustram: A. Mitocôndrias com distribuição periférica; B. Mitocôndrias em transição; C. Mitocôndrias 
dispersas pelo citoplasma.  

 
Considerando os resultados ao avaliar o ΔΨm, observou-se que os grupos M0 

(764979,94 ± 30040,27) e M50 (653863,25 ± 29111,01) apresentaram maior intensidade de 

marcação (Figura 13A, C), indicando um potencial mitocondrial mais elevado em comparação 

aos demais grupos M100 (558955,74 ± 32343,45), M150 (488607,93 ± 27655,02) e VITC 

(549462,37 ± 28787,58). 

  
4.3.  Experimento III: Efeito da Moringa oleífera nos níveis EROs intracelular em oócitos 
bovinos 

Os valores de intensidade de pixels observados pela quantificação dos níveis de EROs 

intracelular pelo ensaio de H2DCFDA para os grupos M0, M50, M100, M150 e VIT C foram 

DISTRIBUIÇÃO MITOCONDRIAL, % 
GRUPOS Nº 

OÓCITOS 
PERIFÉRICO TRANSIÇÃO DISPERSA 

M0 (-) 156 15,00±1,69 (24) 33,32±1,29 (51) 51,68±0,71 (81) 
M50 172 11,08±1,98 (17) 31,31±1,78 (53) 57,61±1,41 (102) 

M100 158 9,84±2,88 (16) 35,49±1,74 (55) 54,67±2,11 (87) 
M150 154 8,50±2,11 (13) 35,64±1,92 (57) 54,86±1,65 (84) 

VIT C (+) 166 16,30±2,42 (28) 31,29±1,61 (52) 52,41±1,27 (86) 
PADRÕES DE DISTRIBUIÇÃO MITOCONDRIAL, % 

GRUPOS Nº OÓCITOS PADRÃO A PADRÃO B 
M0 (-) 157 50,11 ± 1,20 (79) 49,89 ± 1,20 (78) 
M50 172 49,09 ± 0,93 (83) 50,91 ± 0,93 (89) 

M100 158 53,25 ± 1,24 (83) 46,75 ± 1,24 (75) 
M150 154 51,99 ± 1,09 (79) 48,01 ± 1,09 (75) 

VIT C (+) 166 57,40 ± 1,75 (95) 42,60 ± 1,75 (71) 
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de 119380,44 ± 15410,21; 66956,98 ± 6447,01; 105756,83 ± 12256,55; 108862,93 ± 13982,04; 

86337,00 ± 10673,50, respectivamente. Observou-se que os grupos M50 e VIT C apresentaram 

menor intensidade de marcação, evidenciando uma menor presença de EROs (Figura 13B, D). 

 
 

 

 

 
 
Figura 13. Intensidade de fluorescência de espécies reativas de oxigênio (EROs) e potenciais de membrana 
mitocondrial (ΔΨm) em oócitos bovinos provenientes de ovários de frigorífico abatedouro após 22 horas de 
maturação in vitro na presença de Moringa oleífera (50, 100 e 150 µg/mL) e de vitamina C (50µg/mL). A. Oócitos 
marcados com MitoTracker Red® para quantificação do ΔΨm. M0 (n = 158); M50 (n = 165); M100 (n = 159); 
M150 (n = 168); VITC (n = 170). B. Imagens fluorescentes representativas de oócitos marcados com H2DCFDA 
para quantificação de EROs. M0 (n = 163); M50 (n = 155); M100 (n = 165); M150 (n = 176); VITC (n = 195). C. 
Quantificação da intensidade de fluorescência relativa ao ΔΨm. D. Quantificação da intensidade de fluorescência 
relativa a EROs. As figuras expressão a média da intensidade de pixels ± EP. Letras diferentes nas colunas 
evidenciam diferenças significativas (p < 000,1; Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn). 
 
5. DISCUSSÃO 

As células do cumulus desempenham um papel crucial no desenvolvimento e na 

maturação oocitária, sendo a expansão dessas células um marcador importante da competência 

do oócito para o desenvolvimento embrionário (Eppig, 1982; Nevoral et al., 2014). No presente 

estudo, apesar da ausência de diferença significativa entre os grupos experimentais, observou-

se que todos os grupos apresentaram excelentes resultados de expansão, com uma média de 

99,66 %, sugerindo assim que a moringa preservou a competência das células do cumulus. 

Morais et al. (2023) relataram resultados semelhantes, com 89 % dos CCO’s exibindo expansão 

celular completa após a MIV, sem diferença significativa (p >0,05) entre os tratamentos. 

Ademais, Aquino et al., (2023) observaram que o tratamento com antioxidantes melhorou 

significativamente as taxas de expansão das CCO’s. 

A 

B 

M0 M50 M100 M150 VITC  

C D 
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Já a viabilidade das células do cumulus foi significativamente afetada pela adição de 

antioxidantes do extrato da Moringa olífera. A VITC apresentou viabilidade celular superior, 

aos demais grupos, sugerindo que a eficácia antioxidante pode depender da composição do 

meio. O segundo grupo com melhor viabilidade foi o M0, indicando que o ambiente sem 

aditivos foi capaz de manter um equilíbrio ideal para a viabilidade celular. Por outro lado, os 

três grupos suplementados com Moringa oleífera apresentaram menor viabilidade celular. No 

entanto, ao considerar apenas esses grupos, o M50 teve a maior viabilidade, enquanto o M150 

apresentou a menor, indicando que concentrações mais elevadas podem ser tóxicas. Esse efeito 

foi relatado por Oliveira et al. (2021), que observaram a redução da viabilidade celular em 

resposta a altas concentrações do antioxidante eugenol. Esses achados reforçam a importância 

da otimização das doses de antioxidantes para preservar a viabilidade celular durante a 

maturação oocitária, uma vez que sua manutenção está diretamente relacionada à qualidade e 

competência dos oócitos (Santos et al., 2019). 

Em relação à maturação nuclear, Barakat et al. (2015) observaram progressão da meiose 

em oócitos de ovelhas tratados com diferentes concentrações do extrato de M. oleífera, 

comparados a grupos sem aditivos. De forma semelhante, o presente estudo demonstrou um 

aumento significativo nas taxas de maturação nuclear nos grupos tratados com 50 µg e 150 

µg/mL do extrato de moringa, embora tal efeito não tenha sido verificado no grupo tratado com 

100 µg/mL. Uma hipótese para essa discrepância é um possível efeito dose-dependente, no qual 

menores (50 µg) e maiores (150 µg) proporcionam respostas mais eficazes, enquanto a dose 

intermediária de 100 µg, possivelmente, não atinja o nível suficiente para gerar o estímulo ideal. 

Outra possibilidade é que a concentração de 100 µg tenha alterado a proporção de compostos 

bioativos presentes no extrato, resultando em uma composição menos eficaz para influenciar o 

processo de maturação. Estudos adicionais seriam necessários para explorar essas hipóteses, 

avaliando a composição do extrato e testando outras concentrações. 

Ademais, observou-se um aumento nas taxas de oócitos que atingiram a MII nos grupos 

tratados com 50 µg/mL de vitamina C. Em contraste, estudos como os de Kere et al. (2013), 

Dalvit et al. (2005) e Sovernigo et al. (2017), indicam que a vitamina C não influencia as taxas 

de maturação oocitária. Por outro lado, pesquisas de Tao et al., (2004, 2010) demonstraram que 

a suplementação com vitamina C durante a maturação de oócitos suínos elevou 

significativamente as taxas de desenvolvimento até a MII.   

Embora alguns estudos, como os citados acima, indiquem que a vitamina C não altera a 

taxa de oócitos que atingem a fase de MII, outros sugerem que a suplementação pode contribuir 

para o controle do estresse oxidativo durante a MIV, além de favorecer o desenvolvimento 
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embrionário subsequente (Wang et al., 2002; Hu et al., 2012; Sovernigo et al., 2017; Wang et 

al., 2024).  

Essas divergências entre os estudos sugerem que a eficácia do controle positivo, 

vitamina C, na maturação oocitária pode depender de diversos fatores, como a composição do 

meio de cultivo, especialmente considerando que meios de cultivo comerciais, como o utilizado 

neste estudo, possuem formulações cuja composição específica é frequentemente mantida sob 

sigilo comercial, o que pode implicar em variações nas concentrações de nutrientes e outros 

componentes essenciais, afetando a ação da vitamina C. É possível considerar que meios ricos 

em componentes endógenos, adicionados pelo fabricante, podem reduzir a necessidade de 

suplementação adicional de vitamina C, enquanto meios menos enriquecidos podem permitir 

uma ação mais pronunciada dessa vitamina (Ambrogi et al., 2017). 

Outros fatores, como a qualidade e o estágio de desenvolvimento dos oócitos, também 

desempenham um papel importante. Oócitos em diferentes fases da maturação ou expostos a 

diferentes níveis de estresse oxidativo podem responder de maneira variável à suplementação 

com vitamina C. Além disso, as condições de cultivo, como temperatura, pH, oxigenação, 

tempo de exposição, idade da fêmea, tempo de transporte ovariano, método de aspiração e 

suplementação influenciam diretamente o metabolismo oocitário (Takenaka et al., 2007; Ciray 

et al., 2009; Will et al., 2011; Wang et al., 2024). No entanto, no presente estudo, todos os 

grupos experimentais foram conduzidos concomitantemente em cada rotina, garantindo que 

essas variáveis impactassem os tratamentos de forma uniforme.  

No que diz respeito a distribuição mitocondrial, esta é reconhecida como um parâmetro-

chave para a maturação citoplasmática, sendo essencial na produção de ATP, que apoia a 

maturação oocitária, fertilização e desenvolvimento embrionário (Reynier et al., 2001; 

Tarazona et al., 2006; Munakata et al., 2016). Durante a maturação, as mitocôndrias migram da 

periferia para uma distribuição dispersa nos oócitos maduros, acompanhando o aumento da 

demanda energética e contribuindo para a competência oocitária (Hyttel et al., 1986; Dadarwal 

et al., 2015; Zhao et al., 2017). Embora este estudo não tenha identificado diferenças 

significativas entre os grupos experimentais, a prevalência de mitocôndrias em transição e 

dispersas sugere que o ambiente de maturação forneceu condições adequadas para a maturação 

citoplasmática. No entanto, ressalta-se, que embora a distribuição mitocondrial seja um 

marcador relevante, ela representa apenas um dos aspectos da maturação oocitária. Portanto, a 

inclusão de outras análises, como a quantificação de ATP, a expressão de genes associados à 

competência oocitária e a avaliação das taxas de fertilização e clivagem, poderia complementar 

esses achados e fornecer uma visão mais abrangente.  
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Adicionalmente, mesmo sem diferenças significativas, este estudo contribui para a 

compreensão da resposta mitocondrial aos tratamentos antioxidantes. A ausência de efeitos 

prejudiciais em todos os grupos analisados é, igualmente, um achado relevante, indicando que 

os antioxidantes aplicados não comprometeram a maturação citoplasmática, um aspecto 

essencial para os sistemas de FIV.  Resultados semelhantes foram observados por Ambrogi et 

al. (2017) e Santos et al. (2019). Por outro lado, Cajas et al. (2020) observaram que a adição do 

antioxidante nobiletina ao meio MIV aumentou a migração mitocondrial, destacando o 

potencial impacto de antioxidantes específicos nesse processo.  

Além de sua função essencial na maturação citoplasmática, as mitocôndrias 

desempenham um papel central na geração e manutenção do ΔΨm, um parâmetro que reflete a 

atividade metabólica, a funcionalidade da cadeia respiratória e o equilíbrio redox celular (Zheng 

et al., 2023). Estudos sobre o ΔΨm indicam que seu aumento está associado a um desempenho 

mitocondrial otimizado, refletindo maior atividade metabólica e, consequentemente, 

favorecendo a competência oocitária. Esse aumento pode estar relacionado a uma maior 

capacidade energética e à eficiência na produção de ATP, fatores essenciais para a maturação 

oocitária. Corroborando essas evidências, o presente estudo identificou um aumento no ΔΨm 

nos grupos tratados, o que pode indicar uma melhora na funcionalidade mitocondrial e, 

possivelmente, na competência oocitária. Por outro lado, a redução do ΔΨm tem sido associada 

a comprometimento energético e a processos apoptóticos (Hua et al., 2012; Rocha-Frigoni et 

al., 2016; Santos et al., 2022; Zheng et al., 2023). 

Ademais, o ΔΨm desempenha papel crucial na regulação da homeostase de Ca²⁺, 

prevenindo sobrecargas iônicas e protegendo a célula contra a apoptose. Também está 

envolvido no controle da produção de H₂O₂, cujo acúmulo excessivo pode resultar em estresse 

oxidativo e comprometer a viabilidade celular (Zhang et al., 2021; Zheng et al., 2023). Dessa 

forma, a elevação do ΔΨm, como vista no presente estudo, pode ser considerada um indicador 

positivo, desde que analisada em conjunto com outros fatores, como a produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROs), a ação de antioxidantes e a modulação mitocondrial. No presente 

estudo, os grupos M0 e M50 apresentaram um ΔΨm significativamente maior em comparação 

aos grupos M100, M150 e VITC. A análise da intensidade de marcação de EROs, realizada 

pela técnica de diclorofluoresceína, revelou que os grupos M50 e VITC exibiram menores 

acúmulos de EROs. Embora a vitamina C tenha mostrado um efeito antioxidante relevante, 

reduzindo a produção de EROs de maneira similar ao observado por Sovernigo et al. (2017), 

essa ação não foi acompanhada por um aumento no ΔΨm, ao contrário do efeito verificado no 

grupo M50 do presente estudo. 
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Esses achados sugerem que a suplementação com Moringa oleífera, na concentração de 

50 µg/mL, favoreceu um equilíbrio redox, caracterizado pelos baixos níveis de EROs e pela 

otimização da atividade mitocondrial, evidenciada pelo aumento no ΔΨm. Acredita-se que os 

compostos antioxidantes da moringa possam ter estabilizado a cadeia transportadora de 

elétrons, minimizando o vazamento de elétrons e, assim, a produção excessiva de EROs. Além 

disso, essa concentração pode ter potenciado mecanismos antioxidantes endógenos, como a 

superóxido dismutase (SOD) e a glutationa (GSH), auxiliando na regulação do estresse 

oxidativo sem comprometer a funcionalidade mitocondrial. Como demonstrado no estudo de 

Duranti et al. (2021), o extrato de Moringa oleífera, em um estudo in vitro com células 

musculares esqueléticas humanas, foi capaz de aumentar a atividade de sistemas antioxidantes 

endógenos em células submetidas a estresse mitocondrial, indicando clara modulação positiva 

da função mitocondrial. Esses resultados reforçam a hipótese de que o extrato deste estudo 

favorece um ambiente celular com equilíbrio redox e atividade mitocondrial preservada ou até 

otimizada. 

Por outro lado, os grupos M100 e M150 apresentaram redução no ΔΨm associada a 

elevados níveis de EROs, sugerindo um possível efeito dose-dependente. O excesso de Moringa 

oleífera pode ter ativado vias de resposta ao estresse, incluindo a via mitocondrial da apoptose, 

resultando em um efeito pró-oxidante. Esse padrão foi observado por Hang Do et al. (2020), 

em um estudo com extrato de Moringa oleífera aplicado a células de melanoma, no qual a 

indução a apoptose foi atribuída ao aumento na produção de EROs e à diminuição do ΔΨm. 

Para confirmar essa hipótese no presente estudo, seria necessário avaliar a expressão de 

marcadores associados à apoptose mitocondrial, para determinar se a redução do ΔΨm 

repesenta uma resposta fisiológica adaptativa ou indicativo de apoptose. Além disso, a análise 

dos níveis de ATP poderia fornecer informações cruciais sobre a eficiência do metabolismo 

mitocondrial, diferenciando um estado bioenergético funcional de uma possível falha 

metabólica. 

Investigações adicionais que avaliem a atividade da SOD e GSH, o incremento da 

expressão de mecanismos relacionados ao metabolismo mitocondrial e a quantificação direta 

de espécies reativas, seriam essenciais para validar essas hipóteses. 

 

6. CONCLUSÕES 

Frente aos resultados obtidos, concluiu-se que a suplementação do meio de maturação 

in vitro de oócitos bovinos com o extrato hidroalcóolico de Moringa oleífera, na concentração 

de 50 µg/mL, favorece a maturação nuclear oocitária sem comprometer viabilidade das células 
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do cumulus. Além disso, promove um ambiente redox equilibrado, evidenciado pela diminuição 

dos níveis de EROs e pela otimização da função mitocondrial, refletida pelo aumento no ΔΨm. 

Acrescenta-se a isso que, por se tratar de um composto natural derivado de uma planta 

amplamente disponível no Brasil, a Moringa oleífera apresenta potencial para reduzir os custos 

da técnica, tornando-a uma alternativa viável e sustentável na produção in vitro de embriões 

bovinos. 

No entanto, concentrações mais elevadas demonstraram efeito deletério, destacando a 

necessidade de otimizar as doses empregadas. Estudos adicionais, incluindo a avaliação da 

produção de ATP, expressão de genes associados ao metabolismo mitocondrial e marcadores 

de apoptose, são necessários para elucidar os mecanismos envolvidos e consolidar o uso da 

moringa como um suplemento antioxidante na maturação in vitro de oócitos. 
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