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1 PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES BOVINOS 

 

 

A Produção In Vitro de Embriões (PIVE) é uma biotecnologia que 

apresenta grande importância na compreensão e construção do conhecimento 

básico sobre mecanismos envolvidos na fisiologia da reprodução e 

desenvolvimento embrionário (GORDON, 1994). Além de representar uma 

importante ferramenta nos programas de melhoramento genético em animais de 

produção (GALLI et al., 2003) e para tecnologias afins como transferência 

nuclear, transgênese e células tronco (GONÇALVES et al., 2008).        

Desde os primeiros relatos de fecundação in vitro em bovinos, inicio dos 

anos 80, estudos básicos e aplicados em tecnologias de embriões geraram uma 

vasta literatura sobre os fatores que regulam a qualidade do oócito e 

desenvolvimento embrionário (LONERGAN, 2007), garantindo significativos 

avanços no aperfeiçoamento dos meios e condições de cultivo, relacionadas aos 

processos de maturação, fecundação e cultivo in vitro (BOUSQUET et al., 1999).  

Os avanços quantitativos e, principalmente, qualitativos na PIVE aliados a 

técnica de aspiração folicular transvaginal guiada por ultra som (ovum pick-up – 

OPU) (PIETERSE et al., 1991) viabilizaram sua aplicação em escala comercial, 

tornando-a competitiva em relação a outras biotecnologias, como a transferência 

de embriões oriundos da técnica de superovulação (multiple ovulation and embryo 

transfer- MOET) (BOUSQUET et al., 1999; GALLI et al., 2003; LEEUW, 2006). 

Por este motivo, atualmente a técnica PIVE está em processo de 

acelerada difusão e desenvolvimento, especialmente na pecuária brasileira, onde, 

no período de 2000 a 2006, foi registrado um aumento de 1.561% na quantidade 
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de embriões transferidos contra os 181% oriundos da técnica de MOET, 

chegando a representar, segundo Viana & Camargo (2007), 75% do total de 

embriões transferidos em 2006. 

Entretanto, um dos grandes desafios dos sistemas de cultivo de embriões é 

simular uma perfeita condição de maturação, fecundação e desenvolvimento 

embrionário in vitro, em função da complexidade dos vários ambientes através 

dos quais os gametas e embriões passam durante o desenvolvimento in vivo 

(MEIRELLES et al., 2004). Apesar dos grandes avanços na PIVE, os mesmos 

ainda são caracterizados como embriões de baixa qualidade (BOUSQUET et al., 

1999; RIZOS et al., 2002a; KEPKOVA et al., 2011), umas vez que estudos 

revelam grandes diferenças em relação à características morfológicas (CROSIER 

et al., 2001; FAIR et al., 2001; GUTIÉRREZ-ADÁN et al., 2001; RIZOS et al., 

2002c), bioquímicas (ABD EL RAZEK et al., 2000; ENRIGHT et al., 2000) e 

moleculares em relação aos embriões produzidos in vivo (NIEMANN & 

WRENZYCKI, 2000; RIZOS et al., 2002b; LONERGAN et al., 2003b; CLEMENTE 

et al., 2011).  

Nesse sentido, vários grupos de pesquisa vêm tentando aprimorar as 

condições e os meios de cultivo visando o aumento de sua eficácia em termos de 

quantidade e, principalmente, qualidade dos embriões produzidos in vitro 

(BAVISTER, 2000; GUTIÉRREZ-ADÁM et al., 2001; LONERGAN, 2007; 

LONERGAN & FAIR, 2008; ASHKAR et al., 2009; PERS-KAMCZYC et al., 2010; 

COSTA, 2010; BERMEJO-ALVAREZ et al., 2011; SAADELDIN et al., 2011).   
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1.1 MATURAÇÃO IN VITRO (MIV) DOS COMPLEXOS CUMULUS-OÓCITO 

(CCOs) 

 

 

O processo de maturação é caracterizado por uma série de modificações 

ultraestruturais e bioquímicas que envolvem a retomada da primeira divisão 

meiótica (maturação nuclear) e a redistribuição das organelas celulares, tais como 

grânulos corticais, mitocôndrias, complexo de golgi e retículo endoplasmético, 

conhecida como maturação citoplasmática (HYTTEL et al., 1989; WARSSAMAN 

& ALBERTINI, 1994). A ocorrência desses eventos de forma simultânea e 

integrada é essencial para que o oócito tenha capacidade de ser fecundado, 

realizar descondensação do material genético paterno, formar pró-núcleos e 

promover o desenvolvimento embrionário inicial (EPPIG, 1996; YANG et al., 

1998).     

Apesar do potencial de formação de blastocisto in vitro depender de fatores 

intrínsecos aos CCOs e que são adquiridos durante o crescimento folicular 

(LONERGAN et al., 1994a; GANDOLFI et al., 1997; YANG et al., 1998; 

LEIBFRIED-RUTLEDGE, 1999; KHURANA & NIEMANN, 2000), o 

desenvolvimento embrionário é fortemente influenciado pelos eventos que 

ocorrem durante a MIV (BEVERS et al., 1997; SIRARD, 2001), uma vez que 

CCOs maturados in vivo apresentaram melhores taxas de desenvolvimento 

embrionário (RIZOS et al., 2002a). 

Dada a importância da MIV para o potencial de desenvolvimento 

embrionário, vários autores têm se dedicado a melhoria dessas condições, em 

função de que apenas 30 a 40% dos CCOs que sofrem maturação in vitro 
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adquirem “competência” para continuar o desenvolvimento até o estágio de 

blastocisto (LONERGAN & FAIR, 2008).  

Dentre os problemas relacionados às condições de cultivo podemos 

destacar a dificuldade de simular in vitro os mecanismos envolvidos na 

sinalização intra e extracelular que orquestram o processo de maturação 

oocitária. Estudos sobre a expressão gênica já identificaram, em oócitos imaturos 

e maturos, mRNAs para alguns fatores de crescimento bem como para seus 

receptores (YOSHIDA et al., 1997), revelando a importância dessas moléculas e 

suas vias de sinalização para o sucesso da maturação. 

Vários autores já demonstraram o efeito positivo da adição de fator de 

crescimento epidérmico (EGF) na MIV em relação às taxas de formação de 

blastocisto (HARPER & BRACKETT, 1993; KOBAYASHI et al., 1994; LORENZO 

et al., 1994; LONERGAN et al., 1996; PARK et al., 1997). Resultados 

semelhantes, também, foram obtidos com a adição de outros fatores como: fator 

de crescimento derivado de plaquetas – PDGF (HARPER & BRACKETT, 1993), 

fator de crescimento semelhante à insulina - IGF (LORENZO et al., 1994; GULER 

et al., 2000), proteína morfogenética óssea 4 - BMP4 (LA ROSA et al., 2011) e 

fator de crescimento fibroblástico 10 - FGF10 (ZHANG et al., 2010). No entanto, 

apesar de todos esses estudos a grande maioria dos laboratórios opta por 

protocolos mais simples (adição de soro fetal bovino-SFB), em função, 

principalmente, do elevado custo dos fatores de crescimento.  

Outro fato importante e comum aos sistemas de cultivo celular in vitro é o 

estresse oxidativo, que embora seja importante para alguns processos 

fisiológicos, como o próprio mecanismo de FIV (ALI et al., 2003), sabe-se que o 

desequilíbrio nos sistemas de controle das espécies reativas de oxigênio (ERO) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhang%20K%22%5BAuthor%5D
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pode acarretar em prejuízo para a PIVE, refletindo em menor quantidade e 

qualidade dos embriões (GUÉRIN et al., 2001).  

Nesse sentido, a adição de substâncias como -mercaptoetanol, cisteina e 

cistina que estimulam a síntese de glutationa (GSH), um importante antioxidante 

intracelelular (MATOS & FURNUS, 2000), e antioxidantes como catalase e 

superóxido dismutase (ALI et al., 2003) tem revelado efeitos positivos na tentativa 

de minimizar a produção e o efeito deletérios das ERO durante a MIV. 

  

 

1.2 FECUNDAÇÃO IN VITRO (FIV) 

 

 

A FIV é um processo complexo que depende de uma maturação oocitária 

bem sucedida, bem como de um processo de capacitação espermática adequada 

que permita a ocorrência de reação acrossômica para que o espermatozóide 

penetre a zona pelúcida e possa se fundir com a membrana plasmática do oócito 

(MENDES et al., 2003). Para isso o espermatozóide (SPTZ) precisa sofrer uma 

seqüência de modificações bioquímicas e ultraestruturais, que normalmente 

ocorrem no trato reprodutivo feminino e que fazem parte da fase final da 

maturação pós-testicular, conhecida como capacitação espermática 

(YANAGIMACHI, 1994; HAFEZ & HAFEZ, 2004). 

A capacitação espermática in vivo é induzida por fatores presentes no trato 

feminino, com destaque para as glicosaminoglicanas, em especial a heparina que, 

normalmente, é utilizada para induzir a capacitação in vitro (PARRISH et al., 

1988). Entretanto, os mecanismos de ação da heparina não foram completamente 
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elucidados, exigindo a determinação, inclusive da concentração ideal para cada 

animal e que em bovinos varia de 2 a 100 µg/mL (GONÇALVES et al., 2008). 

Em função da facilidade de manipulação, a maioria das tecnologias ligada 

ao sêmen envolvem apenas o aperfeiçoamento dos protocolos de lavagem e 

separação dos SPTZ viáveis (PARRISH et al., 1995; MENDES et al., 2003; 

CESARI et al., 2006; LEE et al., 2009; THYS et al., 2009), bem como dos 

métodos de criopreservação (AWAD, 2011; BUCAK et al., 2011; HU et al., 2011) 

e sexagem espermática (IWASAKI et al., 1988; RESENDE, 2007; CURRY et al., 

2009; CARVALHO et al., 2010).  

A falta de estudos em relação à real importância do gameta masculino no 

processo de fecundação e no potencial de desenvolvimento embrionário é 

comprovada pela pouca evolução das condições de fecundação que, até hoje, 

envolvem o uso do meio Tyrode’s com Albumina, Lactato e Piruvato, descrito por 

Bavister & Yanagimachi (1977), suplementado com BSA, heparina, como agente 

capacitante e PHE (penicilamina, hipotaurina e epinefrina) como estimuladores do 

metabolismo espermático (PARRISH et al., 1988).  

Entretanto, estudos recentes têm dado mais atenção para o processo de 

capacitação espermática, principalmente em função da elevada variabilidade na 

taxa de fecundação in vitro associada ao fator touro (SHI et al., 1990, YANG et al., 

1995). 

Nesse sentido, algumas substâncias têm sido avaliadas, como a 

osteopontina, uma proteína presente em vários tecidos incluindo sistema 

reprodutor (JOHNSON et al., 1999 e LUEDTKE et al., 2002) e que pode 

apresentar importante função na reprodução, por estar presente no fluído do 

oviduto (KILLIAN, 2004; GABLER et al., 2003) e em maior quantidade no plasma 
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seminal de animais com alta fertilidade (CANCEL et al., 1997). Apesar de Monaco 

et al. (2009) demonstrarem a influencia positiva na capacitação e na eficiência da 

PIVE, a falta de mais estudos e o elevado custo da ostepontina, atualmente, 

inviabilizam sua adição aos meios de FIV. 

Outra substância que vem apresentando importantes resultados na indução 

da capacitação e reação acrossômica em algumas espécies de mamíferos como 

suínos (FUNAHASHI, 2002), búfalos (ROY & ATREJA, 2008) e bovinos é a L-

arginina (O´FLAHERTY et al., 2004; SILVA, 2010), cuja ação está relacionada à 

produção do óxido nítrico (ON), uma vez que a L-arginina serve de substrato para 

a enzima óxido nítrico sintase (MONCADA & HIGGS, 1993).  

O ON é um potente sinalizador celular observado em uma grande variedade 

de tipos celulares, inclusive nos relacionados a reprodução (MARLETTA, 1993; 

HERRERO et al., 1994; O’BRYAN et al., 1998; LEAL et al., 2009) e que nesse 

caso parece estar envolvido na ativação de proteínas quinases que coordenam a 

seqüência de eventos que culmina na reação acrossômica (RODRIGUEZ et al., 

2005). 

 

 

1.3 CULTIVO IN VITRO (CIV) DE EMBRIÕES 

 

 

Durante o cultivo in vitro, os embriões passam por eventos significativos 

como iniciação e continuação da clivagem, ativação do genoma embrionário, 

agregação e compactação dos blastômeros, diferenciação em trofoblasto e massa 

celular interna, formação e expansão da blastocele e rompimento da zona 
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pelúcida (GONÇALVES et al., 2008). Apesar de todos esses eventos 

dependerem, em grande parte, do potencial de desenvolvimento do oócito 

(GANDOLFI et al., 1997) o CIV representa uma etapa muito importante por 

exercer forte influência na qualidade do blastocisto em termos de criotolerância, 

padrão de expressão gênica e habilidade para estabelecer prenhez (ABE et al., 

2002; RIZOS et al., 2002a; LONERGAN et al., 2006).  

Na busca de condições mais adequadas para o desenvolvimento pré-

implantacional, diversos aspectos dos sistemas e condições de cultivo in vitro vem 

sendo amplamente estudado como, volume e quantidade de embriões por gota 

(O’DOHERTY et al., 1997; HENDRIKSEN et al., 1999; DE OLIVEIRA et al., 2005; 

NAGAO et al., 2008), uso de antioxidante (ALI et al., 2003; BAIN et al., 2011), 

tensão de O2   (KHURANA et al., 2000; BAIN et al., 2011, MINGOTI et al., 2011), 

adição de fatores de crescimento (FLOOD et al., 1993; THIBODEAUX, et al., 

1993; TERUEL & SMITH, 1997), hormônios (PERS-KAMCZYC et al., 2010, 

LARSON, et al., 2011) e até mesmo a utilização de sistemas de cultivo com a 

possibilidade de alterações das características físico-químicas dos meios ao longo 

do processo de PIVE conhecido como sistema de cultivo dinâmico (BEEBE et al., 

2002). 

Grande parte dos protocolos de CIV envolve co-cultivo de embriões com 

células somáticas (GALLI & MOOR, 1989; GOOVAERTS et al., 2009), que 

segundo DONNAY et al. (1997) podem contribuir para o desenvolvimento 

embrionário pela produção de fatores embriotróficos (fatores de crescimento, 

citocinas, antioxidantes) e pela neutralização de componentes embriotóxicos 

(radicais livres, metabólitos embrionários e celulares, íons de amônia e outros). 

Embora o sistema de co-cultivo seja efetivo e eleito para o cultivo de embriões 
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produzidos em estufas com atmosfera sem controle de O2, resultados relevantes 

com relação às taxas de blastocisto e qualidade embrionária foram obtidos com o 

cultivo embrionário sob baixa tensão de O2, sem monocamada e com redução na 

quantidade de SFB (LONERGAN et al., 1999; ALI et al., 2003; YUAN et al., 2003; 

RIZOS et al., 2003). 

Um ponto importante, que não podemos deixar de citar é a busca pelo 

estabelecimento de meios quimicamente definidos, uma vez que a utilização de 

substâncias de origem biológica oferece riscos de contaminação para a amostra, 

dificultando, por questões sanitárias, a própria comercialização dos embriões 

(HOLM & CALLESEN, 1998; STRINGFELLOW & SEIDEL 1999). Nesse sentido, 

vários trabalhos vêm tentado substituir o SFB e BSA, por substâncias sintéticas 

como Polivinil álcool (PVA), Polivinil pirrolidone (PVP) e Ficoll (MINGOTI et al., 

2011; MOMOZAWA et al., 2011), entretanto, na grande maioria das vezes os 

resultados são inferiores aos obtidos com meios convencionais.   

Embora os meios de cultivo embrionário tenham sido desenvolvidos com 

base nos fluidos do útero e do oviduto durante o início da gestação, como é o 

caso do meio Fluido Sintético de Oviduto (SOF) desenvolvido por Tervit et al. 

(1972), os embriões ainda sofrem forte influências das condições artificiais em 

que são mantidos durante o desenvolvimento pré-implantacional, cujo reflexo é 

nítido no padrão de expressão gênica (RIZOS et al., 2002b; LONERGAN et al., 

2003b, 2006; BALASUBRAMANIAN et al., 2007; PURPERA et al., 2009; 

SAADELDIN et al., 2011). Nesse contexto, estudos moleculares vêm tornando-se 

uma ferramenta indispensável na construção do conhecimento sobre a fisiologia 

básica do embrião e, consequentemente, na avaliação qualitativa dos protocolos 

de PIVE.     
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2. ÁGUA DE COCO COMO MEIO DE PRESERVAÇÃO E CULTIVO CELULAR 

EM BIOTECNOLOGIAS REPRODUTIVAS 

 

 

Devido sua composição rica em sais minerais, proteínas, carboidratos, 

vitaminas e indutores da divisão celular (fitohormônios) (NUNES & 

COMBARNOUS, 1995; SANTOSO et al., 1996;  SILVA et al. 2009) a água de 

coco, há alguns anos, vem sendo empregada com sucesso dentro das 

biotecnologias reprodutivas, principalmente, como diluente de sêmen de várias 

espécies como suínos (TONIOLLI & MESQUITA, 1990; BARROS, 2010), caprinos 

e ovinos (ARAÚJO & NUNES, 1990; NUNES, 1997; NUNES & SALGUEIRO, 

1999), bubalinos (VALE et al., 1999), peixes (FARIAS et al., 1999), cães (UCHOA 

et al., 2002, 2003;  CARDOSO et al., 2003, 2005, 2006), felinos (SILVA et al. 

2007), primatas (ARAÚJO et al., 2009) e até mesmo humanos (NUNES, 1998).  

O grande sucesso da água de coco em promover maior viabilidade aos 

espermatozóides incentivou sua utilização na preservação de outros tipos 

celulares como folículos ovarianos pré-antrais in situ de caprinos (SILVA et al., 

1999; SILVA et al., 2000; COSTA et al., 2002), ovinos (ANDRADE et al., 2002; 

COSTA et al., 2006) e bovinos (LUCCI et al., 2004). 

Quando os meios de cultivo empregados na ativação e crescimento de 

folículos ovarianos primordiais foram suplementados com água de coco in natura 

(ACIN) em diferentes proporções os resultados foram controversos. Em caprinos, 

segundo Silva et al. (2004), as taxas de degeneração foram significativas apenas 

quando foi utilizado ACIN. Enquanto, Martins et al. (2005), relataram redução 

significativa na sobrevivência com suplementações acima de 10%. Em ovinos foi 
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observado redução na sobrevivência quando os meios de cultivo foram 

suplementados com concentrações acima de 20% (COSTA et al., 2006), sendo 

que em nenhuma das abordagens, a adição de água de coco mostrou resultado 

superior a condição controle.    

A utilização da água de coco na PIVE de bovinos foi relatada por Blume et 

al. (1997a,b) que demonstraram a possibilidade de utilização da ACIN ou água de 

coco estabilizada (duas partes de ACIN + uma parte de tampão citrato à 5% + 

uma parte de água ultra pura; pH=7.3; 310 mOsmol/L) como meio de maturação e 

cultivo in vitro de embriões. Resultados positivos também foram descritos por 

Cordeiro et al. (2006) ao empregarem a água de coco (75% de ACIN + 25% de  

água ultra-pura + tampão Hepes) como meio de manutenção/transporte dos 

oócitos por um período de 6h. 

O fracionamento da água de coco permitiu o isolamento de um 

fitohormônio chamado ácido 3–Indol–acético (IAA) que segundo NUNES (1997) é 

o principal responsável pelos efeitos favoráveis da água de coco, porém o 

mecanismo molecular de ação do IAA nas células animais ainda não está claro, 

porém, quando adicionado ao diluidor, prolongou a sobrevivência e aumentou a 

motilidade espermática, incrementando as taxas de fertilidade de animais 

domésticos como ovinos (CRUZ, 1994), suínos (TONIOLLI et al., 1996) e caprinos 

(NUNES et al., 1996; AZEVÊDO & TONIOLLI, 1999).  

Andrade et al. (2005a) utilizaram 40 ng/mL de IAA, concentração esta 

equivalente a encontrada na ACIN (DUA & CHANDRA, 1993) e obtiveram bons 

resultados na ativação e crescimento in vitro de folículos ovarianos pré-antrais 

ovinos, principalmente, quando combinado com fator de crescimento epidérmico 

(EGF) (ANDRADE et al., 2005b).  
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Em função da ACIN apresentar variações em sua constituição e grande 

instabilidade físico-química, o que dificulta sua utilização e disponibilização para 

regiões onde o fruto não existe, foram realizados vários estudos visando sua 

padronização e conservação, sucesso obtido por Nunes e Salgueiro em 2002 com 

a liofilização da água de coco sob a forma de pó (ACP® - ACP Biotecnologia, 

Brasil) (NUNES & SALGUEIRO, 2008).  

A ACP®, após reconstituição em água foi testada como diluente de sêmen 

de caprino (SALGUEIRO et al., 2002) e manteve os mesmos resultados que a 

ACIN. Resultados positivos, também, foram obtidos com a ACP® em sêmen de 

cães (SILVA et al., 2006; MADEIRA, 2007; CARDOSO et al., 2007; BARBOSA et 

al., 2009; MOTA FILHO, 2009), peixes (VIVEIROS et al., 2007; PESSOA, 2009; 

MELO, 2010), felinos (SILVA et al., 2007) e suínos (BARROS, 2010). 

Com base na literatura descrita anteriormente percebe-se que, apesar dos 

grandes avanços, ainda existe muito a ser feito em relação aos meios e condições 

de cultivo empregados na PIVE. Sendo assim, pelas propriedades que a água de 

coco apresenta, faz-se necessário avaliar o real potencial de uma solução de 

água de coco suplementa com mio-inositol, tri-citrato de sódio e aminoácidos em 

fornecer condições adequadas aos processos de maturação, fecundação e cultivo 

embrionário in vitro.  
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RESUMO 

 

 

O objetivo deste capítulo foi avaliar uma solução composta por 75% de água de 

coco in natura suplementada com mio-inositol, tri-citrato de sódio e aminoácidos 

(SAC-75S) durante os processos de maturação oocitária e cultivo embrionário in 

vitro. Para isso CCOs obtidos de ovários oriundos de abatedouro foram 

selecionados e distribuídos aleatoriamente entre os seguintes Grupos 

experimentais: Controle, representado pela maturação em Meio 199 e cultivo 

embrionário em meio SOF; M-Coco, maturação em SAC-75S e cultivo em SOF; 

C-Coco, maturação em Meio 199 e cultivo em SAC-75S e o MC-Coco, maturação 

e cultivo embrionário em SAC-75S. A fecundação in vitro foi realizada com o 

sêmen de um único touro (Bos taurus taurus), cujo método de separação 

espermática foi o gradiente de densidade descontínuo de Percoll, sendo a 

concentração espermática ajustada para 2X106SPTZ/mL. As taxas de clivagem e 

blastocisto foram submetidas à ANOVA (pós-teste Bonferroni, nível de 

significância 5%).  Não houve diferença estatística (p>0,05) em relação às taxas 

de clivagem entre os grupos experimentais. No entanto, em relação à formação 

de blastocisto houve redução no Grupo M-Coco (21,66±8,33%) em comparação 

ao Grupo Controle (46,66±8,33), sendo que nos Grupos C-Coco (0%) e MC-Coco 

(0%) não houve desenvolvimento embrionário. Portanto, a SAC-75S quando 

utilizada na MIV não foi eficiente em promover competência oocitária para dar 

suporte à formação de blastocisto adequadamente e quando empregada na CIV 

inviabilizou o desenvolvimento embrionário. 
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ABSTRACT 

 

 

The purpose of this chapter was to evaluate a solution composed of 75% of in 

nature coconut water supplemented with myo-inositol, tri-sodium citrate and amino 

acids (SAC-75S) during the process of oocyte maturation and embryo culture in 

vitro. For this COCs obtained from ovaries get at slaughterhouse were randomly 

selected and distributed among the following groups: control, represented by the 

oocyte maturation in medium 199 and embryo cultivated in SOF medium, M-Coco, 

oocyte maturation in SAC-75S and embryo cultivated in SOF, C -Coco, oocyte 

maturation in Medium 199 and cultivated in SAC-75S and MC-Coco, maturation 

and embryo culture in SAC-75S. In vitro fertilization was performed with the semen 

of one bull (Bos taurus taurus), whose method of sperm separation was the 

density gradient of Percoll and the sperm concentration adjusted to 

2X106SPTZ/mL The cleavage and blastocyst rates were submitted to ANOVA 

(Bonferroni post-test, significance level 5%). There was no statistical difference 

(p>0.05) compared to the rates of cleavage between the experimental groups. 

However, in relation to blastocyst formation it was reduced in Group M-Coco 

(21.66 ± 8.33%) compared to the control group (46.66 ± 8.33), while in the Groups 

C-Coco (0%) and MC-Coco (0%) there was no embryonic development. 

Therefore, the SAC-75S when used in IVM was not effective in promoting oocyte 

competence to support blastocyst formation and when such solution was used in 

the CIV it impaired the embryonic development. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A PIVE, em bovinos, envolve três etapas bastantes distintas conhecidas 

como maturação in vitro (MIV), fecundação in vitro (FIV) e cultivo embrionário in 

vitro (CIV). Apesar dos inúmeros trabalhos que visam estabelecer meios de 

cultivo mais adequados (LIM et al., 1994; TAKAHASHI et al., 1998; KRISHER & 

BAVISTER, 1998; MATOS & FURNUS, 2000; LONERGAN et al., 1999; ALI et al., 

2003; RIZOS et al., 2003; GILARDI et al., 2004; MONACO et al., 2009; ARIAS-

ALVAREZA et al., 2011; MINGOTI et al., 2011), os protocolos atuais não 

ultrapassam as taxas de 30 a 40% de desenvolvimento embrionário até o estágio 

de blastocisto (LEQUARRE et al., 2003, LONERGAN & FAIR, 2008; RIZOS et al., 

2008).  

Atualmente, os meios mais utilizados nas etapas de MIV, FIV e CIV são, 

respectivamente, o Meio 199 suplementado com hormônios segundo Lonergan et 

al. (1994b), o Meio TALP (BAVISTER & YANAGIMACHI, 1977) suplementado 

com heparina segundo Parrish et al. (1988) e o SOF (TERVIT et al. (1972) 

suplementado com aminoácidos segundo Holm et al. (1999).  

Na busca por meios alternativos, Blume et al. (1997a, 1997b) 

demonstraram a possibilidade de utilização da água de coco, suplementada com 

soro fetal bovino (SFB), na PIVE com resultados de clivagem, após maturação, de 

45,6% versus 51,6% do Grupo Controle e taxa de formação de blastocisto, após 

cultivo embrionário em solução a base de água de coco, de 23,2% versus 34% do 

Grupo Controle. 
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Entretanto, apesar dos resultados positivos, as taxas de clivagem e 

formação de blastocisto foram inferiores as obtidas com os protocolos atuais. 

Estes resultados podem estar relacionados à carência, na solução à base de 

água de coco utilizada por estes autores, de alguns aditivos importantes para o 

metabolismo dos gametas/embriões, uma vez que já foi demonstrada a 

importância de fatores embriotróficos como mio-inositol, tri-citrato de sódio e 

aminoácidos nas altas taxas de desenvolvimento embrionário (TAKAHASHI & 

FIRST, 1992; LEE & FUKUI, 1996; PINYOPUMMINTR & BAVISTER, 1996a; 

HOLM et al., 1999; LANE, 2001).  

Sendo assim, a proposta deste experimento foi avaliar durante os 

processos de MIV e CIV uma solução a base de água de coco a 75% 

suplementada com mio-inositol, tri-citrato de sódio e aminoácidos visando 

alcançar os resultados atuais, obtidos com os meios convencionais, e assim 

viabilizar a água de coco como um meio alternativo e de baixo custo para PIVE.  

 

 

1.1 HIPÓTESE 

 

 

A solução de água de coco a 75% suplementada com mio-inositol, tri-citrato 

de sódio e aminoácidos é eficiente na maturação oocitária e/ou cultivo in vitro de 

embriões bovinos quanto os meios atuais. 
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1.2 OBJETIVO 

 

 

Avaliar a água de coco a 75% suplementada com mio-inositol, tri-citrato de 

sódio e aminoácidos como meio de maturação oocitária e/ou cultivo in vitro de 

embriões bovinos através das taxas de clivagem e formação de blastocistos. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

2.1 PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES 

 

 

2.1.1 Composição da solução de água de coco a 75% suplementada com 

mio-inositol, tri-citrato de sódio e aminoácidos (SAC-75S) 

 

 

 A SAC-75S foi composta por 75mL de ACIN1 + 25mL de água ultra-pura2 + 

1mL de MEM3 (animoácidos não essenciais) + 3mL de BME4 (aminoácidos 

essenciais) + 37,6mg de glicina5 + 2,925mg de L-glutamina6 + 50mg mio-inositol7 

+ 10mg tri-citrato de sódio8 + 220mg NaHCO3
9. Mensurações de pH e 

osmolaridade da solução final foram de 7.4 e 290 mOsmol/L, respectivamente. 

O fator de diluição adotado (75% de ACIN mais 25% de água ultra-pura, 

segundo Cordeiro et al., 2006) visou apenas a correção dos valores osmóticos. 

Em relação à concentração de mio-inositol, tri-citrato de sódio e aminoácidos 

foram adotados os mesmos valores estabelecidos na fórmula do meio SOF 

(HOLM et al., 1999). 

 
_________________________________________________ 
1 
Cocos nucifera (aproximadamente 5 meses de idade) 

2 
Sigma W-1503 

3
 Sigma M-7145 

4
 Sigma B-6766 

5
 Sigma G-6388 

6
 Sigma G-6392 

7
 Sigma I-7508 

8 
MERCK 

9 
MERCK
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2.1.2 Obtenção dos Ovários 

 

 

Os ovários foram obtidos no abatedouro da SOCIPE (Sociedade 

Cooperativa dos Pecuaristas), localizado no bairro do Tapanã em Belém, de 

vacas provenientes de diversos municípios do Estado do Pará, independente da 

idade, fase do ciclo estral, escore corporal ou estado nutricional dos animais.  

Os ovários foram coletados logo após o abate, lavados e acondicionados 

em frasco com solução salina (0,9% cloreto de sódio10) à 30ºC. Os mesmos foram 

transportados até o laboratório de Fecundação In Vitro do Instituto de Ciências 

Biológicas da Universidade Federal do Pará dentro de um período máximo de 3 

horas.  

 

 

2.1.3 Recuperação e Seleção dos Complexos Cumulus-Oócito (CCOs)  

 

 

Folículos antrais de 2 a 8 mm foram puncionados utilizando-se agulhas11 

40x12 e seringas12 de 10mL, sendo o fluido folicular obtido depositado em tubos13 

de 15mL. Terminada a aspiração, os tubos permaneceram em repouso durante 5 

minutos para sedimentação. Após esse período o sobrenadante, constituído pelo 

líquido folicular, foi descartado e o pellet transferido para uma placa de Petri14
 

 
 
__________________________ 
10 

MERCK  
11

 DB 
12

 DB 
13 

TPP 
14 

TPP (60x15mm) 



22 
 

 

estéril de poliestireno. A manipulação dos CCOs foi realizada com tubo capilar de 

vidro15, com auxílio de estereomicroscópio16 e sob fluxo laminar17.  

Os CCOs foram selecionados em Meio 19918 (tampão Hepes) acrescido 

10% de SFB19 (v/v), 22g/mL de piruvato20 e 50g/mL de gentamicina21. Foram 

selecionados os CCOs que apresentaram células do cumulus oophorus 

compactas e refringentes, citoplasma homogêneo e sem vacúolos ou grânulos 

escurecidos (LEIBFRIED & FIRST, 1979). 

 

 

2.1.4 Maturação In Vitro  

 

 

Os CCOs selecionados foram lavados e incubados, de acordo com o grupo 

experimental, em meio de Meio 19922 (tampão bicarbonato de sódio) ou SAC-

75S. Os meios utilizados nesta etapa foram suplementados com 10% SFB (v/v), 

0,5µg/mL FSH23, 50µg/mL LH24, 22µg/mL de piruvato e 50µg/mL de gentamicina 

segundo Lonergan et al. (1994b). 

 

 

 

_____________________________________ 
15 

Classcyto-capilar sem heparina (75X1,2mm)  
16 

Olympus SZ-PT Japan  
17

 Veco  
18

 Gibco 12340-030 
19

 Gibco 12657-029 
 

20 
Sigma P-5280 

21 
Sigma G-1264 

22 
Gibco 11150-059 

23
 Folltropin-V BIONICHE 

24
 Lutropin-V BIONICHE 



23 
 

 

2.1.5 Fecundação In Vitro 

 

 

A incubação dos CCOs foi realizada em placas de petri de poliestireno25, 

com gotas de 100 L de meio de MIV (10 a 13 CCOs por gota) sob óleo mineral26 

estéril, em estufa27 de cultivo com 5% de CO2, 20% de O2 e 75% de N2 sob 

atmosfera úmida e temperatura de 38,5 ºC.  

Para a FIV foi utilizado sêmen congelado de um único touro (Bos taurus 

taurus) e mesma partida. O método de separação dos espermatozóides (SPTZ) 

dos crioprotetores e plasma seminal foi o gradiente de densidade descontínuo de 

Percoll28. A mini-palheta (0,25 mL) de sêmen foi descongelada em água a 38,5 ºC 

durante 30 segundos. Em seguida, o sêmen foi depositado sobre a coluna de 2 

mL de gradientes de Percoll (45 e 90%) e centrifugado29 (200g) por 7 minutos.  

Após 18 horas de MIV, CCOs (20 a 25 por gota) e SPTZ foram co-

incubados, sob as mesmas condições citadas para a MIV, em gotas (80 L) com 

meio de fecundação (Fluido Sintético de Oviduto (SOF) segundo Holm et al., 

1999, porém sem SFB e glicose). Nesta etapa o meio SOF foi acrescido de 

10g/mL de heparina30, 2M de penicilamina31, 1M de hipotaurina32, 0,25M de 

epinefrina33, 6mg/mL BSA34, 22µg/mL de piruvato e 50µg/mL de gentamicina. 

 

 
_______________________________________ 
25 

Corning (35X10mm) 
26

 Sigma M-8410 
27 

Forma Scientific Modelo 3110 
28 

Sigma P-4937 
29 

Fanem 206-R 
30

 Sigma H-3149 
31 

Sigma P-4875 
32

 Sigma H-1364 
33

 Sigma E-4250 
34

 Sigma A-6003 (Fração V) 
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2.1.6 Cultivo In Vitro dos Embriões 

 

 

Após 32 horas do inicio da FIV, os prováveis zigotos foram submetidos a 

sucessivas pipetagens para retirada das células do cumulus oophorus restantes e 

dos SPTZ aderidos à zona pelúcida, e então transferidos, de acordo com o Grupo 

Experimental, para gotas com meio SOF (1 mM de glicose35) ou SAC-75S. Os 

meios utilizados na etapa de cultivo embrionário foram suplementados com 10% 

de SFB, 6mg/mL de BSA, 80µg/mL piruvato e 50µg/mL gentamicina. 

Para dar suporte ao desenvolvimento embrionário foi realizado um 

sistema de co-cultivo dos embriões com monocamada de células do cumulus 

oophorus que aderiram à placa durante a MIV. Para isso, logo após a FIV, a placa pós 

MIV teve seu meio substituído por 100L de meio de cultivo embrionário e 

permaneceu incubada aguardando o momento da transferência dos embriões. 

 

 
 

2.1.7 Delineamento Experimental 

 

 

Foram realizadas 3 repetições, com 20 CCOs por grupo. O Grupo Controle 

foi representado pela maturação em Meio 199 e cultivo embrionário em meio 

SOF; o Grupo M-Coco pela maturação em SAC-75S e cultivo em SOF; o Grupo 

C-Coco pela maturação em Meio 199 e cultivo em SAC-75S e o Grupo MC-Coco 

pela maturação e cultivo embrionário em SAC-75S (Tabela 1).   

__________________________________ 
35

 MERCK 
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Grupos 
experimentais 

Maturação Oocitária Cultivo Embrionário 

Meio 199 SAC-75S SOF SAC-75S 

Controle X  X  

M-Coco  X X  

C-Coco X   X 

MC-Coco  X  X 

 

 

 

2.1.8 Avaliação Quantitativa do Desenvolvimento Embrionário In Vitro 

 

 

O desenvolvimento embrionário foi avaliado, com auxilio de 

estereomicroscópio, de acordo com taxa de clivagem e formação de blastocisto 

no segundo e sétimo dias de cultivo in vitro, respectivamente (Figura 1), de 

acordo com os critérios estabelecidos pelo Manual da Sociedade Internacional de 

Transferência de Embriões - IETS (STRINGFELLOW & SEIDEL 1999). 

 

 

Tabela 1: Delineamento Experimental  

M-Coco= Maturação oocitária em SAC-75S; C-Coco= Cultivo embrionário em SAC-75S; MC-
Coco= Maturação oocitária e Cultivo embrionário em SAC-75S. 

 



26 
 

 

 

 

 

 

2.1.9 Análise Estatística  

 

 

As taxas de clivagem e blastocisto obtidas foram transformadas para 

Arcoseno e submetidos à análise da variância (ANOVA – pós teste Bonferroni, 

nível de significância 5%), com auxílio do programa BioEstat 5.0 (AYRES et al., 

2007).  

Figura 1: Fotomicrografia de embriões bovinos: A- embriões com duas ou mais 
células no segundo dia de cultivo (150X); B- embrião em estágio de blastocisto no 
sétimo dia de cultivo in vitro (600X). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 

Embora a SAC-75S tenha possibilitado a sobrevivência e maturação dos 

CCOs, uma vez que as taxas de clivagens dos Grupos M-Coco (83,33±2,88%) e 

MC-Coco (75±5%) foram semelhantes (p>0,05) ao Grupo Controle 

(86,66±2,88%), corroborando com os resultados obtidos por Blume et al. (1997a), 

a mesma não foi capaz de garantir processos de maturação oocitária e 

desenvolvimento embrionário “adequados”, reduzindo significativamente (p<0,05) 

a taxa de formação de blastocisto no Grupo M-Coco (21,66±8,33%) e 

inviabilizando o desenvolvimento embrionário nos Grupos C-Coco (0%) e MC-

Coco (0%) (Tabela 2).  

 

 

 

n= Número amostral; M-Coco= Maturação oocitária em SAC-75S; C-Coco= Cultivo embrionário 
em SAC-75S; MC-Coco= Maturação oocitária e Cultivo embrionário em SAC-75S. n CCOs= 
Número de complexos cumulus-oócitos; 

a,b,c 
Sobrescritos diferentes na mesma coluna diferem 

estatisticamente (p<0,05).   

 

 

Grupos 

experimentais 

n 

CCOs 

% Clivagem % Blastocisto 

Controle 60 86,66±2,88 46,66±8,33a 

M-Coco 60 83,33±2,88 21,66±8,33b 

C-Coco 60 78,33±2,88 0c 

MC-Coco 60 75,00±5,00 0c 

Tabela 2: Taxas de clivagem e formação de blastocisto após maturação oocitária 
e/ou cultivo embrionário em solução a base de água de coco a 75% suplementada 
com mio-inositol, tri-citrato de sódio e aminoácidos.  
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Os resultados de clivagem corroboram com os trabalhos que revelam a 

grande plasticidade e tolerância dos CCOs quando submetidos a condições de 

estresse subletais (JU et al., 1999; VANDAELE et al., 2010), o que justifica os 

resultados obtidos por Cordeiro et al. (2006) onde os CCOs, após manutenção em 

solução base de água de coco por um período de até 6h, foram capazes de 

maturar, sofrer fecundação e desenvolver até o estágio de blastocisto.  

Entretanto, quando foi avaliada a capacidade de desenvolvimento até o 

estágio de blastocisto, após maturação oocitária e/ou cultivo embrionário em 

SAC-75S, processos estes que exigem um tempo maior de exposição, 18 e 168h, 

respectivamente, a condição tornou-se bastante adversa influenciando 

negativamente às taxas de formação de blastocisto dos CCOs maturados em 

SAC-75S e inviabilizando o desenvolvimento embrionário, e até mesmo a 

sobrevivência da monocamada de células do cumulus oophorus, quando 

empregada como meio de CIV.  

Nossos resultados corroboram com o trabalho de Nascimento et al. (2007) 

que observaram efeito deletério da água de coco em pó (ACP®312) no cultivo in 

vitro de embriões suínos e discordam dos obtidos por Blume et al. (1997b) que 

relataram sucesso no cultivo de embriões bovinos em solução a base de água de 

coco, entretanto devemos levar em consideração as diferenças em relação à 

composição do meio como, origem e idade dos frutos, fator de diluição e 

suplementação utilizados. 
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4 CONCLUSÕES 

 

 A utilização da solução a base de água de coco a 75% suplementada com 

mio-inositol, tri-citrato de sódio e aminoácidos (SAC-75S), durante o processo de 

maturação oocitária, não interferiu na taxa de clivagem, entretanto, reduziu a taxa 

de formação de blastocisto em bovinos. 

 Quando a SAC-75S foi empregada no cultivo de embriões bovinos a 

mesma inviabilizou o desenvolvimento embrionário. 
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CAPÍTULO 3 

 

AVALIAÇÃO QUÍMICA DA ÁGUA DE 
COCO IN NATURA EM COMPARAÇÃO 

COM O MEIO 199 
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RESUMO 

 

 

Em função dos resultados negativos obtidos no experimento do Capítulo 2, o 

objetivo deste capítulo foi avaliar algumas características químicas da água de 

coco in natura em diferentes estádios de maturação (3, 4 e 5 meses) do fruto, em 

comparação com o Meio 199. Sendo avaliado, também, o efeito do processo de 

filtração (0,22µm) nos valores obtidos. A análise química foi realizada no 

Laboratório de Bebidas e Vinagres de acordo com protocolo interno. A análise 

estatística foi realizada através da ANOVA (pós-teste Tukey, com nível de 

significância de 5%). Os valores de pH aos 3 meses (4,88±0,06) foi 

significativamente diferente (p<0,05) dos valores encontrados aos 4 (4,79±0,04) e 

5 meses (4,75±0,05), assim como o do Meio 199 (7,4). Com relação à 

osmolaridade (mOsmol/L), houve diferença (p<0,05) entre os Grupos de 3 

(273±8,2) e 5 meses (335±24,6) em relação ao 4 meses (290±8,6) e o Meio  199 

(290). A concentração de proteína (0,2557±0,0138; 0,4699±0,05; 0,7966±0,0045 

e 0,853  mg/mL) e glicose (11,7±0,8; 15,8±0,5; 19,9±0,3 e 4,3 g/100mL) dos 

Grupos 3, 4 e 5 meses e Meio 199, respectivamente, foram estatisticamente 

diferentes entre si (p<0,05). A análise do sódio (mg/100mL) revelou diferença 

(p<0,05) do Grupo 3 meses (34,09±4,36) quando comprado  aos Grupos 4 meses 

(30,11±0,193), 5 meses (30,16±0,1752) e Meio 199 (28,64). A concentração de 

potássio (mg/100mL) dos Grupos 3 (177,81±12,23) e 5 meses (156,37±25,0284) 

foi significativamente diferente (p<0,05) do Grupo 4 meses (132,33±2,32), sendo 

todos diferentes em relação ao Meio 199 (34,66). Já as concentração de cálcio e 

magnésio (mg/100mL) mostraram-se diferentes (p<0,05) entre todos os Grupos 
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experimentais (3 meses: 17,07±2,76 e 1,57±0,20; 4 meses: 12,1±1,73 e 

1,04±0,12; 5 meses: 7,72±0,32 e 8,364±0,20 e Meio 199: 3,55 e 2,15, 

respectivamente). Com relação ao ferro (mg/100mL) a água-de-coco aos 5 meses 

(0,0036±0,0007; p<0,05) apresentou quantidade superior aos Grupos 3 

(0,0013±0,0001) e 4 meses (0,0014±0,0002). Não foi detectado ferro na amostra 

de Meio 199. A avaliação do cloreto (mg/mL), não revelou diferença estatística 

 (p>0,05) entre os Grupos experimentais analisados. O processo de filtragem 

influenciou nos resultados de glicose, proteína, sódio, potássio e magnésio. 

Portanto, a água de coco in natura apresentou consideráveis variações nas 

concentrações dos constituintes analisados em relação a idade de maturação do 

fruto e, principalmente, quando comparada ao Meio 199. 
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ABSTRACT 

 

 

Due to the negative results obtained in the experiment of Chapter 2, the purpose 

of this chapter was to evalute some chemical characteristics of fresh coconut 

water at different stages of maturation (3, 4 and 5 months) of the fruit, compared to 

Medium 199.  It was also evaluated the effect of the filtration process (0.22 µm) in 

the values obtained. Chemical analysis was carried out in Laboratory of 

Beverages and Vinegars in according to internal protocol. Statistical analysis was 

performed using ANOVA (Tukey post-test, with significance level of 5%). The pH 

values at 3 months (4.88±0.06) was significantly different (p<0.05) from the values 

found for 4 (4.79±0.04) and 5 months (4.75±0.05), as well as the Medium 199 

(7.4). With respect to osmolarity (mOsmol/L), there was difference (p<0.05) 

between the groups of 3 months (273±8.2) and 5 months (335±24.6) compared to 

4 months (290±8.6) and Medium 199 (290). The protein values (0.2557±0.0138, 

0.4699±0.05, 0.7966±0.0045 e 0.853  mg/mL) and glucose (11.7±0.8, 15.8±0.5, 

19.9±0.3 and 4.3 g/100 mL) in Groups 3, 4 and 5 months and Medium 199, 

respectively, were statistically different (p<0.05). The analysis of sodium (mg/100 

mL) revealed differences (p<0.05) from the Group 3 months (34.09±4.36) when 

compared with the group of 4 months (30.11±0.193), 5 months (30.16±0.1752) 

and Medium 199 (28.64). The concentration of potassium (mg/100mL) of the 

Groups of 3 (177.81±12.23) and 5 months (156.37±25.0284) were significantly 

different (p<0.05) from Group 4 months (132.33±2.32), being the results of all the 

previous groups different from the Medium 199 (34.66). In relation to  calcium and 

magnesium the concentration (mg/100mL) were different (p<0.05) among all 
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experimental groups (3 months: 17.07±2.76 and 1.57±0.20, 4 months: 12.1±1.73 

and 1.04±0.12; 5 months: 7.72±0.32 and 8,364±0.20 and medium 199: 3.55 and 

2.15, respectively). With respect to iron (mg/100mL) the coconut water at 5 

months (0.0036±0.0007, p<0.05) showed much higher concentration than the 

three groups (0.0013±0.0001) and 4 months (0.0014±0.0002). No iron was 

detected in the sample of 199 Media. Assessment of chloride (mg/mL) showed no 

statistical difference (p>0.05) between the experimental groups analyzed. The 

process of filtration influenced the results of glucose, protein, sodium, potassium 

and magnesium. Therefore, the coconut water in natura showed considerable 

variations in the concentrations of constituents analyzed in relation to age of fruit 

ripening, and especially when compared to Medium 199. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Sabe-se que a composição do meio de cultivo exerce forte influencia sobre 

o desenvolvimento embrionário (HOLM et al., 2002; NEDAMBALE et al., 2004; 

MARTÍN-ROMERO et al., 2008; PURPERA et al., 2009; SAADELDIN et al., 2011), 

e embora o potencial de desenvolvimento dependa, também, da habilidade do 

embrião em manter a homeostase celular, é importante que as condições de 

cultivo sejam estabelecidas de forma a minimizar o estresse oriundo da condição 

in vitro (LANE, 2001).  

Nesse contexto, e em função dos resultados negativos obtidos no Capitulo 

2, foi necessário uma melhor avaliação de algumas propriedades químicas da 

ACIN, uma vez que a presença e, principalmente, a concentração de algumas 

substâncias como aminoácidos (TAKAHASHI & FIRST, 1992; KIM et al., 1993b; 

ROSENKRANS & FIRST, 1994; EDWARDS et al., 1998; STEEVES & GARDNER, 

1999), carboidratos (TAKAHASHI & FIRST, 1992; PINYOPUMMINTR & 

BAVISTER, 1996b; KHURANA & NIEMANN, 2000; KWUN et al., 2003; RUBESSA 

et al., 2011) e íons (LIU & FOOTE, 1996; THOMPSON, 1996a), são fundamentais 

para manutenção do metabolismo celular e desenvolvimento embrionário 

adequados. 

Sendo assim a proposta deste Capitulo foi avaliar as concentrações de 

proteínas, glicose e sais minerais da ACIN em comparação ao Meio 199, 

desenvolvido para cultura de tecidos e rotineiramente utilizado na PIVE. Foram 

avaliadas, também, a influência da idade de maturação do fruto (3, 4 e 5 meses) e 

o processo de filtragem (membrana de 0,22 µm) na constituição química da ACIN.  
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1.1 HIPÓTESE 

 

 

A água de coco in natura apresenta composição química inadequada ao 

cultivo de oócitos e embriões. 

 

 

1.2 OBJETIVOS 

 

 

1.2.1 Objetivo Geral 

 

 

Avaliar algumas propriedades químicas da água de coco (Cocos nucifera) 

in natura em comparação com o Meio 199. 

 

 

1.2.2 Objetivos Específicos 

 

 

Avaliar o pH, osmolaridade, proteínas, glicose e minerais [Na, Cl, Mg, Fe, 

Ca, K] da água de coco in natura de frutos com 3, 4 e 5 meses de idade; 

Avaliar a influência do processo de filtração na composição da água de 

coco in natura. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

  

2.1 OBTENÇÃO DOS FRUTOS E MENSURAÇÃO DOS CONSTITUINTES 

QUÍMICOS DA ÁGUA DE COCO IN NATURA 

 

 

Os frutos foram coletados de 10 cultivares de coqueiro anão verde 

localizados na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA - 

avenida perimetral s/n, no município de Belém-PA) e levados ao Laboratório de 

Bebidas e Vinagres (LABEV) pertencente ao Laboratório Nacional Agropecuário 

(LANAGRO-PARÁ), num período máximo de vinte minutos. Os coqueiros 

selecionados encontravam-se próximos um ao outro com a finalidade de terem 

sofrido as mesmas alterações no que diz respeito ao clima, tipo de solo, 

propagação de vento e temperatura.  

A idade foi determinada pela senescência do fruto. Segundo FRÉMOND et 

al. (1969) o coqueiro produz um cacho por mês e como os cachos crescem em 

espiral, em função da filotaxia das folhas, o estádio 1 consistiu do cacho mais 

recente e os demais estádios foram determinados pela posição descendente em 

que se apresentaram em relação ao estádio 1 (Figura 2).  

Os valores de pH a 20ºC e osmolaridade (mOsmol/L) foram determinado 

com auxílio do pHmetro da marca mPA-210 e o equipamento Vapro®Osmometer, 

respectivamente. 
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A concentração de Glicose (g/100mL) foi determinada através da titulação, 

pelo método Eynon Lane. Teve como princípio a reação dos açúcares redutores 

juntamente com os íons cúpricos da solução de Fehling, que sob a ação do calor 

e em meio alcalino, com auxilio de um fogareiro e pseta de calibração, reduz-se a 

íons cuprosos. Ao reagir com os íons cúpricos, os açúcares sofrem oxidação, 

enquanto que o cobre é reduzido, formando-se um precipitado vermelho de óxido 

cuproso.  

                   

Figura 2: Cocos nucifera com frutos em vários 
estádios do desenvolvimento. Cachos com 
aproximadamente 1 (seta branca) e 2 meses 
(seta vermelha). 
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As Proteínas (mg/mL) foram determinadas utilizando um digestor e 

destilador/macro (modelo 2200 kjeltec auto distillation da marca FOOST 

TECATOR). A análise tem como princípio a determinação do nitrogênio, feita pelo 

processo de digestão Kjeldahl, onde a matéria orgânica é decomposta e o 

nitrogênio existente é transformado em amônia, com isso introduz-se o fator de 

correção 5,75 para transformar o número de g de nitrogênio encontrado em 

número de g de protídios (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). 

Os valores de íons Cálcio (mg/10mL), Magnésio e Ferro (mg/100mL) foram 

determinados a partir das cinzas. Para avaliação quantitativa foi empregado a 

espectrofotometria de absorção atômica (AA) em chama, realizada no 

equipamento da marca VARIAN 220 FS, utilizando-se as condições padrão do 

fabricante VARIAN para cada elemento. Este método baseia-se na quantificação 

por meio da medida da absortividade de determinado comprimento de onda, 

específicos aos átomos de cada elemento, regenerados em condições de alta 

temperatura, obtida em uma chama de ar/acetileno.  

Para avaliação de Potássio e Sódio (mg/100mL) as amostras foram 

diluídas na proporção de 1/100 e injetadas no equipamento de fotometria em 

chama. Esta análise baseia-se na quantificação por meio da medida de emissão 

de luz produzida por estes elementos quando submetidos a condições de alta 

temperatura (chama ar-butano). 

        Os valores de Cloreto (mg/mL) foram determinados a partir do método de 

Mohr, segundo o INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985) através da titulação com 

nitrato de prata. Para isso, foram transferidos 5 mL de amostra para um frasco de 

erlenmeyer de 125 mL, adicionando-se em seguida 3 gotas de cromato de 

potássio (K2CrO4 à 5%) agitando-o, e titulou-se com solução de nitrato de prata 
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(AgNO3 à 0,05N). O ponto final é assinalado pelo aparecimento permanente de 

cromato de prata, caracterizado pela formação de um precipitado de coloração 

avermelhada, observando-se o volume gasto.  

 

 

2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

 

Foram analisados um total de 144 frutos distribuídos em 6 repetições, 

sendo que cada avaliação contou com 24 frutos (8 com 3, 8 com 4 e 8 com 5 

meses de idade de maturação do fruto) e cada grupo foi divido em dois 

subgrupos: FILTRADO36 E NÃO FILTRADO. A subdivisão se fez necessária pelo 

fato dos meios empregados no cultivo celular serem submetidos ao processo de 

filtração, para remoção de possíveis agentes contaminantes. Sendo assim foi 

importante avaliar, também, se esse processo pode influenciar na concentração 

dos componentes químicos da água de coco. 

 

 

2.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

 

Os resultados das mensurações foram submetidos à análise da variância 

(ANOVA - pós teste Tukey, nível de significância 5%), com auxílio do programa 

BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007).  

 
_________________________________________ 
36

TPP (membrana filtrante com poro de 0,22 µm) 



41 
 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

O pH da ACIN aos 3 meses não filtrada e filtrada (4,88±0,06 e 4,92±0,05, 

respectivamente) foi significativamente diferente (p<0,05) dos valores encontrados 

aos 4 (4,79±0,04 e 4,77±0,06) e 5 meses (4,75±0,05 e 4,73±0,03), assim como o 

do Meio 199 (7,4) (Figura 3). Estes resultados estão de acordo com a literatura, 

pois segundo TAVARES et al. (1998) o pH da água de coco, aos 5 meses de 

idade, encontra-se em torno de 4.7 a 4.8. No entanto, em função dos cultivos 

celulares requererem um pH em torno da neutralidade (7.2 - 7.4) é comum e 

indicado o ajuste das soluções a base de água de coco com tampões como citrato 

de sódio (NUNES, 1997), hidróxido de sódio (APRÍGIO, 2003) e HEPES 

(CORDEIRO et al., 2006). 

Todos os Grupos apresentaram concentrações de glicose (g/100mL) 

significativamente (p<0,05) mais elevado em função da idade e, principalmente, 

em comparação com o Meio 199, com exceção dos subgrupos não filtrado e 

filtrado (2,9±0,08 e 2,7±0,064, respectivamente) de 4 meses em relação ao 

subgrupo filtrado com 5 meses (2,9±0,09), indicando que nesse estádio o 

processo de filtração pode influenciar no resultado (Figura 4). Os valores de 

glicose aos 5 meses obtidos neste trabalho foram similares aos obtidos por 

TAVARES et al. (1998), assim como o aumento da concentração da glicose em 

função da idade do coco, o que segundo os autores só começa a decrescer a 

partir do 9° mês. 
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Figura 3: Valores de pH aos 3, 4 e 5 meses de maturação do fruto; a,b,c 
Sobrescritos diferentes indicam diferença estatística (p<0,05); F= Filtrado; NF= 
Não filtrado. 
 

Figura 4: Concentração de glicose aos 3, 4 e 5 meses de maturação do fruto; 
a,b,c,d Sobrescritos diferentes indicam diferença estatística (p<0,05); F= Filtrado; 
NF= Não filtrado. 
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Nos sistemas de PIVE é comum a suplementação dos meios de cultivo 

com carboidratos como glicose e frutose, com diferentes respostas dependentes 

principalmente, das concentrações e estágio de desenvolvimento embrionário 

(KIM et al., 1993b; THOMPSON et al., 1996b; BARCELÓ-FIMBRES & SEIDEL, 

2007; BHUIYAN et al., 2007). Entretanto, elevados valores de glicose apresentam 

efeito deletério para o desenvolvimento, diminuindo o número de células 

embrionárias (DONNAY et al., 2002), aumentando a frequência de células 

apoptóticas (LIMÉNEZ et al., 2005) e reduzindo significativamente a taxa de 

formação de blastocisto (KIM et al., 1993a; MATSUYAMA et al., 1993; IWATA et 

al., 1998; DONNAY et al., 2002; KIMURA et al., 2005), tornando-se uma forte 

limitação para meios de cultivo a base de água de coco. 

 A quantidade de proteína encontrada na água de coco aos 3, 4 e 5 meses 

foi significativamente (p<0,05) diferente em comparação ao Meio 199 (Figura 5). 

Houve diferença (p<0,05), também, entre os subgrupos filtrado e não filtrado aos 

4 (0,470 ±0,051 versus 0,363±0,001, respectivamente) e 5 meses (0,797±0,005 

versus 0,596±0,001, respectivamente). Embora haja um aumento na quantidade 

de proteína acompanhando o estado de maturação do fruto (SREBERNICH, 

1998; JACKSON et al., 2004), os valores detectados até aos 5 meses foram 

inferiores ao Meio 199, corroborando com a necessidade de suplementação das 

soluções a base de água de coco com aminoácidos dada a importância dos 

mesmos nas taxas de formação de blastocisto (LEE et al., 2004) e qualidade 

embrionária (LI et al., 2006).  

 Os valores de potássio foram estatisticamente diferentes (p<0,05), entre o 

Meio 199 (34,66 mg/100mL) e os demais Grupos experimentais, bem como entre 

o Grupo de 3 meses (177,81±12,23 e 184,89±10,55 mg/100mL não filtrado e 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Barcel%C3%B3-Fimbres%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Seidel%20GE%20Jr%22%5BAuthor%5D
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DBhuiyan,%2520M.M.U.%26authorID%3D26435733900%26md5%3D22ffb4238698cd4ce52a943ea74ee7fb&_acct=C000037618&_version=1&_userid=686466&md5=7169fabba17bade7e3ac2af05ab9aeff


44 
 

 

filtrado, respectivamente) e os Grupos de 4 meses (132,33±2,32 e 130,33±18,40 

mg/100mL não filtrado e filtrado, respectivamente) e 5 meses subgrupo filtrado 

(137,55±32,34 mg/100mL) (Figura 6).      

 

 

 

 

 

  

 

Figura 5: Concentração de proteína aos 3, 4 e 5 meses de maturação do fruto; 
a,b,c,d,e,f Sobrescritos diferentes indicam diferença estatística (p<0,05); F= Filtrado; 
NF= Não filtrado. 

Figura 6: Concetração de potássio aos 3, 4 e 5 meses de maturação do fruto; a,b,c 
Sobrescritos diferentes indicam diferença estatística (p<0,05); F= Filtrado; NF= 
Não filtrado. 
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 Em relação à concentração do cálcio e magnésio houve diferença (p<0,05) 

entre todos os Grupos experimentais com sensível redução do cálcio (Figura 7) e 

aumento do magnésio (Figura 8) em função do aumento da idade do fruto, o que 

esta de acordo com o descrito por PUE et al. (1992). No entanto, mesmo com 

esta redução as concentrações de cálcio da água-de-coco continuam muito acima 

dos valores obtidos para o Meio 199. Apenas o magnésio apresentou variação 

significante (p<0,05) entre os subgrupos não filtrado e filtrado aos 5 meses 

(8,364±0,20 versus 6,493±0,44 mg/100mL, respectivamente). 

Em relação a concentração de sódio foi observado diferença apenas do 

Grupo 3 meses entre não filtrada e filtrada (34,10±0,06 versus 22,01±0,41 

mg/100mL, respectivamente; p<0,05) e destes em relação aos demais Grupos 

experimentais (Figura 9). A avaliação de cloreto não mostrou variação significativa 

(p>0,05) entre os grupos experimentais analisados (Figura 10), o que está de 

acordo com Aragão et al., (2001) que cita que os valores de cloretos mantém-se 

estáveis durante todo processo de maturação. 

 Com relação ao ferro, a água-de-coco aos 5 meses apresentou quantidade 

superior (p<0,05) em relação aos Grupos 3 e 4 meses e o Meio 199, sendo este 

último caracterizado pela ausência de ferro (Figura 11). A presença de ferro pode 

representar um ponto positivo para a água de coco, uma vez que Gao et al. 

(2007) demonstraram que a adição de ferro (1,96mg/L) ao meio de MIV e CIV 

proporcionou aumento na taxa de desenvolvimento embrionário e reduziu o 

número de blastômeros apoptóticos.  

Os valores de osmolaridade (mOsmol/L) não foram diferentes (p>0,05) 

entre os subgrupos filtrados e não filtrados dentro de cada idade do fruto, assim 

como entre os Grupos 3 meses não filtrada (273±8,2), 4 meses filtrada (290±8,6) 
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e o Meio 199 (290). Entretanto a água de coco aos 5 meses não filtrada 

(335±24,6) e filtrada (338±9,1) apresentaram osmolaridade superior (p<0,05) a de 

todos os demais Grupos experimentais como descrito na Figura 12.  

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Concentração de cálcio aos 3, 4 e 5 meses de maturação do fruto; a,b,c,d 
Sobrescritos diferentes indicam diferença estatística (p<0,05); F= Filtrado; NF= 
Não filtrado. 
 

Figura 8: Concentração de magnésio aos 3, 4 e 5 meses de maturação do fruto; 
a,b,c,d,e Sobrescritos diferentes indicam diferença estatística (p<0,05); F= Filtrado; 
NF= Não filtrado. 
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Figura 9: Concentração de sódio aos 3, 4 e 5 meses de maturação do fruto; a,b,c 
Sobrescritos diferentes indicam diferença estatística (p<0,05); F= Filtrado; NF= 
Não filtrado. 
 

Gráfico 10: Concentração de cloreto aos 3, 4 e 5 meses de maturação do fruto; 

F= Filtrado; NF= Não filtrado. 
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Figura 12: Valores de osmolaridade aos 3, 4 e 5 meses de maturação do fruto; 
a,b,c,d Sobrescritos diferentes indicam diferença estatística (p<0,05); F= Filtrado; 
NF= Não filtrado. 
 

 

Figura 11: Concentração de ferro aos 3, 4 e 5 meses de maturação do fruto; a,b,c 
Sobrescritos diferentes indicam diferença estatística (p<0,05); F= Filtrado; NF= 
Não filtrado. 
 
 

c 
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A grande diferença nas concentrações de alguns ions mensurados neste 

trabalho representa uma forte limitação na utilização das soluções a base de água 

de coco como meio de cultivo celular, por influenciar na habilidade celular em 

controlar os níveis homeostáticos afetando seu metabolismo (LANE et al., 2000), 

uma vez que já foi demonstrado que o aumento na concentração de íons 

inorgânicos no meio de cultivo provocou redução na taxa de desenvolvimento 

embrionário (LAWITTS & BIGGERS, 1992) e síntese de proteínas (ANBARI & 

CHULTZ, 1993) bem como desregulação da expressão gênica (HO et al., 1994).  

 Portanto, em função das analises realizadas percebe-se que a água de 

coco não apresenta propriedades químicas adequadas ao cultivo de oócitos e 

embriões, sendo sua utilização vinculada a necessidade de vários ajustes em sua 

constituição. 

 

 

4 CONCLUSÕES 

 

 

Todos os constituintes da água de coco analisados neste trabalho, com 

exceção do cloreto, apresentaram concentrações químicas bastante diferentes 

das encontradas para o Meio 199. 

O estádio de desenvolvimento do fruto (3, 4 e 5 meses) influenciou nos 

valores de osmolaridade, pH, glicose, proteínas, magnésio, cálcio, potássio, sódio 

e ferro analisados. 

O processo de filtração influenciou nos resultados de glicose, proteína, 

sódio e magnésio; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lawitts%20JA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Biggers%20JD%22%5BAuthor%5D
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CAPÍTULO 4 

 

 AVALIAÇÃO DE UMA SOLUÇÃO DE 
ÁGUA DE COCO A 20% NO CULTIVO DE 

CÉLULAS DO CUMULUS OOPHORUS 
BOVINO   
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RESUMO 

 

 

A proposta deste capítulo foi avaliar uma nova formulação para a solução de coco 

(SAC), caracterizada, principalmente, por um fator de diluição maior, em função 

dos resultados da análise química obtidos no Capítulo 3. No Experimento 1 foi 

avaliado o potencial de uma SAC constituída por 20% de água de coco in natura, 

suplementada apenas com 10% de SFB, piruvato e antibiótico (SAC-20), em 

promover o crescimento de células do cumulus oophorus oriundas de biópsias de 

complexos cumulus-oócito (CCOs) imaturos. O pH foi corrigido com NaHCO3 e a 

osmolaridade com NaCl e MgSO4 (280 mOsmol/L). O Grupo Controle foi 

representado pelo cultivo em Meio 199. No Experimento 2 foi avaliado o potencial 

da SAC-20, descrita no Experimento 1, porém, suplementada com mio-inositol, tri-

citrato de sódio, aminoácidos e BSA (SAC-20S), em promover o crescimento de 

células do cumulus oophorus oriundas de CCOs após 18h de MIV. Nesta etapa o 

Grupo Controle foi representado pelo cultivo em meio SOF. No Experimento 1 a 

SAC-20 foi capaz de promover adesão e crescimento celular até o terceiro dia de 

cultivo, sendo observado morte celular a partir do 4 dia. No Experimento 2 a SAC-

20S foi capaz de promover o crescimento de células do cumulus oophorus, por 

um período de 7 dias, com características semelhantes ao Grupo Controle. 

Portanto, a nova formulação para a SAC, estabelecida no Experimento 2, foi 

capaz de promover o crescimento da células do cumulus oophorus dentro dos 

padrões esperados para os sistemas co-cultivo na PIVE.         
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ABSTRACT 

 

 

The purpose of this chapter was to evaluate a new formulation for the solution of 

coconut (SAC), characterized mainly by a dilution factor higher than that used 

before, based on the results of chemical analysis obtained in Chapter 3. In 

Experiment 1 we evaluated the potential of a cultivation medium with 20% coconut 

water in natura, supplemented only with 10% FBS, pyruvate, and antibiotics (SAC-

20), to promote the growth of cumulus oophorus cells derived from biopsies of 

immature complex of cumulus-oophorus (COCs). The pH was adjusted with 

NaHCO3 and the osmolarity with NaCl and MgSO4 (280 mOsmol/L). The Control 

Group was represented by culture in Medium 199. In Experiment 2 was evaluated 

the potential of the SAC-20, described in Experiment 1, however, supplemented 

with myo-inositol, tri-sodium citrate, amino acids and BSA (SAC-20S), to promote 

the growth of cumulus oophorus cells derived from COCs after 18h of IVM. At this 

stage the Control Group was represented by culture in SOF medium. In 

Experiment 1 the SAC-20 was able to promote the cell attachment and growth 

until the third day of culture, in the 4th day was observed cell death. In Experiment 

2 it was observed that the SAC-20S was able in promoting the growth of cumulus 

oophorus cells, for a period of 7 days, with similar characteristics to the Control 

Group. Therefore, the new formulation for the SAC, established in Experiment 2, 

was able to promote the growth of cumulus oophorus cells within the patterns 

expected for the co-culture systems in PIVE. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A avaliação química da água de coco in natura realizada no Capítulo 3 

demonstraram características inadequadas em relação às estabelecidas para os 

sistemas de cultivo na PIVE, justificando o resultado negativo da SAC-75S na 

PIVE obtido no Capítulo 2. No entanto, a análise da composição química da água 

de coco in natura nos revelam a necessidade e possibilidade de consideráveis 

ajustes na SAC baseada, principalmente, em um maior fator de diluição.  

A determinação da idade do fruto e do fator de diluição foi baseada, 

principalmente, na redução para níveis mais adequados de glicose e menor perda 

das propriedades da água de coco. Sendo assim, foram escolhidos frutos com 5 

meses maturação e a ACIN passou a representar 20% da constituição da SAC. 

A proposta de cultivo de células do cumulus oophoprus deu-se em função 

da facilidade e praticidade de obtenção e por serem mais resistentes que os 

embriões, funcionando assim, como indicadoras de viabilidade da SAC-20 como 

meio de cultivo na PIVE.  

 

 

1.1 HIPÓTESE 

 

A solução de água de coco a 20% é eficiente em promover o crescimento 

de células do cumulus oophorus.  
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1.2 OBJETIVO 

 

 

1.2.1 Objetivo Geral  

 

Avaliar a solução de água de coco a 20% no cultivo de células do cumulus 

oophorus bovino. 

 

 

1.2.2 Objetivos Específicos  

 

Avaliar uma solução de água de coco a 20% em promover o crescimento 

de células do cumulus oophorus oriundas de biópsias de CCOs imaturos. 

Avaliar uma solução de água de coco a 20% suplementada com tri-citrato 

de sódio, mio-inositol e aminoácido em promover o crescimento de células do 

cumulus oophorus oriundas de monocamada após MIV de CCOs 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 EXPERIMENTO 1: AVALIAÇÃO DE UMA SOLUÇÃO DE ÁGUA DE COCO A 

20% (SAC-20) NO CULTIVO DE BIÓPSIAS DE CÉLULAS DO CUMULUS 

OOPHORUS IMATURAS 

 

 

2.1.1 Composição dos Meios de Cultivo Celular 

 

 

A SAC-20 foi constituída por 20mL de ACIN, 80mL de água ultra-pura e 

220mg de NaHCO3. Em função da considerável diluição foram acrescidos 0,46g 

de NaCl e 9,1mg de MgSO4, visando correção da osmolaridade (280 mOsmol/L). 

Os valores dos sais foram determinados com base nos resultados da avaliação 

química da água de coco e com referência na fórmula do SOF, por ser o meio 

mais utilizado no cultivo embrionário em bovinos, tendo em vista que o CIV é um 

dos principais objetivos deste trabalho.  

Tanto o Meio 199 (Grupo Controle) como a SAC-20 foram suplementados 

com 10% de SFB, 22µg/mL de piruvato e 50µg/mL de gentamicina. 
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2.1.2 Obtenção de Biópsias de Células do Cumulus Oophorus Imaturas 

 

 

Para obtenção de células do cumulus oophorus, ovários bovinos foram 

obtidos e os folículos aspirados como descrito nos tópicos 2.1.2 e 2.1.3 do 

Capítulo 2, respectivamente. Os CCOs imaturos selecionados foram biopsiados 

através de corte da camada de células do cumulus oophorus com auxilio de tubo 

capilar de vidro (Figuras 13 e 14).  

 

 

 

 

 

 
 
Figura 13: Fotomicrografia demonstrando o método de obtenção das 
biópsias de células do cumulus oophorus (seta) através do corte com 
auxilio da extremidade do tubo capilar de vidro (120X). 
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2.1.3 Delineamento Experimental 

 

 

As biópsias foram distribuídas, aleatoriamente, em placas de petri (TPP-

30x10mm) contendo 2 mL de Meio 199 ou SAC-20. O cultivo foi realizado em 

estufa de CO2, à 38.5°C e alta umidade, sendo o meio de cultivo renovado a cada 

dois dias por um período de 8 dias.  

 

 

 

 

    
    
Figura 14: Fotomicrografia de CCOs bovinos e suas respectivas 
biópsias de células do cumulus oophorus indicadas pelas setas (60X). 
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2.1.4 Avaliação do Crescimento Celular 

 

 

As avaliações da SAC-20 em promover o crescimento celular foram 

realizadas no segundo, quarto e oitavo dias de cultivo, com auxilio de um 

microscópio invertido37, através da observação de características morfológicas 

como aderência a placa e estado de confluência.  

 

 

2.2 EXPERIMENTO 2: AVALIAÇÃO DE UMA SOLUÇÃO DE ÁGUA DE COCO A 

20% SUPLEMENTADA COM MIO-INOSITOL, TRI-CITRATO DE SÓDIO E 

AMINOÁCIDOS (SAC-20S) NO CULTIVO MONOCAMADA DE CÉLULAS DO 

CUMULUS OOPHORUS MATURAS. 

 

 

2.2.1 Composição dos Meios de Cultivo Celular 

 

 

A SAC-20S foi constituída pela SAC-20 acrescida de 1mL de MEM, 3mL de 

BME, 37,6mg de glicina, 2,925mg de L-glutamina, 50mg mio-inositol e 10mg tri-

citrato de sódio para uma solução com volume final de 100 mL  

Nesta etapa o Grupo Controle foi representado pelo cultivo em meio SOF. 

Tanto o SOF como a SAC-20S foram enriquecidos com 10% de SFB, 6mg/mL de 

BSA, 80µg/mL de piruvato e 50µg/mL de gentamicina. 

_______________________________ 
37 Nikon (Eclipse TE-300) 
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2.2.2 Obtenção da Monocamada de Células do Cumulus Oophorus Maturas 

 

 

Nesta etapa foram utilizadas monocamadas de células do cumulus 

oophorus obtidas e mantidas sob as mesmas condições em que são empregadas 

para dar suporte ao desenvolvimento embrionário, como descrito no tópico 2.1.5 

do Capítulo 2, com o objetivo de tornar essa avaliação mais semelhante às 

condições estabelecidas para o CIV de embriões.     

 

 

2.2.3 Delineamento do Experimental 

 

 

As gotas de cultivo, apenas com as monocamadas de células do cumulus 

oophorus que aderiram ao fundo da placa (Figura 15), após 20h de maturação 

dos CCOs, tiveram o meio de MIV substituído por 100µL de SAC-20S ou meio 

SOF. A placa permaneceu na estufa de CO2 por um período de sete dias, sem 

renovação dos meios. 
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2.2.4 Avaliação do Crescimento Celular 

 

 

A avaliação da SAC-20S em promover o crescimento celular foi realizada 

através da observação de características morfológicas como aderência a placa, 

estado de confluência e pela observação do número inicial e final de núcleos. 

Para isso, uma das amostras cultivadas com SAC-20S foi marcada com 10µg/mL 

de fluorocromo hoechst 3334238, no primeiro dia de cultivo, e observada sob 

microscópio óptico invertido com epifluorescência. As amostras restantes foram 

marcadas após sete dias de cultivo in vitro em SAC-20S.  

 

 
 
 
 
_______________________________ 
38 Sigma B-2261 

Figura 15: Sistema de cultivo de gametas e embriões: A- placa de MIV com gotas 
de meio de cultivo sob óleo mineral; B- fotomicrografia da monocamada de 
células do cumulus oophorus que aderiram à placa durante o processo de MIV 
dos CCOs (100X). 
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3 RESULTADOS  

 

 

3.1 EXPERIMENTO 1 

 

 

O cultivo de células do cumulus oophorus em SAC-20 apresentou adesão e 

expansão celular, aparentemente normal, durante os dois primeiros dias de cultivo 

em comparação com o Meio 199, indicando a influência positiva do fator de 

diluição adotado como podemos observar nas Figuras 16 e 17. 

Entretanto, a partir do terceiro dia observou-se bloqueio do crescimento, 

com as células apresentando morfologia alterada (arredondadas), culminado com 

o descolamento e fragmentação como mostram as Figuras 18, 19 e 20. Estes 

resultados foram semelhantes aos obtidos por Aprígio (2003) quando cultivou 

fibroblastos caprinos em água de coco in natura, com pH e/ou osmolaridade 

ajustadas, suplementada com 10% de SFB e glutamina.  

Entretanto, neste experimento foi avaliado um fator maior de diluição da 

água de coco, visando à correção de alguns constituintes, e isso pode ter 

interferido na disponibilidade de outros fatores, como os aminoácidos, que são 

essenciais para manter a viabilidade e promover o crescimento celular. 
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Figura 16: Fotomicrografia de biópsia de cumulus oophorus aderida a placa 
no segundo dia de cultivo em Meio 199 (130X).  

    
Figura 17: Fotomicrografia de biópsia de cumulus oophorus no segundo dia 
de cultivo em SAC-20, observar adesão e crescimento celular aparentemente 
normal (140X). 
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Figura 18: Fotomicrografia de células do cumulus oophorus no quarto dia 
de cultivo em Meio 199, apresentando características morfológicas e de 
multiplicação celular padrão para o tipo e condição de cultivo celular 
(140X). 

 
 
Figura 19: Fotomicrografia de células do cumulus oophorus mostrando a 
perda de adesão celular a partir do quarto dia de cultivo em SAC-20, 
(130X). 
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3.2 EXPERIMENTO 2 

 

 

De acordo com as avaliações realizadas no primeiro (Figura 21) e sétimo 

dias de cultivo (Figura 22), foi possível observar crescimento celular, comprovado 

pelo estágio de confluência ao atingir as bordas da gota de cultivo (Figura 22-B) e 

pela quantidade de núcleo celular marcados com hoechst (Figura 22-C) em 

comparação com o início do cultivo (Figura 21-B), demonstrando que além da 

diluição, a suplementação com tri-citrato de sódio, mio-inositol e aminoácidos é 

fundamental para o crescimento das células do cumulus oophorus com padrões e 

Figura 20: Fotomicrografia de células do cumulus oophorus no oitavo dia de 
cultivo em SAC-20. Observar o descolamento total e fragmentação celular 
(130X). 
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características morfológicas semelhantes às observadas em meio SOF (Grupo 

Controle).  

 

 

 

 
 
 
 

 

 

Figura 21: Micrografia da monocamada de células do cumulus oophorus no 
primeiro dia de cultivo em SAC-20S. Observar a baixa densidade celular, comum 
ao inicio de cultivo, sob microscopia óptica de luz (A) e florescência (B) (100X).  
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Figura 22: Fotomicrografia da monocamada de células do cumulus oophorus no 
sétimo dia de cultivo em SAC-20S. Na imagem A (400X) observar os eventos de 
citocinese (setas) indicando a ocorrência de multiplicação celular, comprovado pelo 
estado de confluência, com ocupação de 80% da superfície da placa, e quantidade de 
núcleos celulares marcados com fluorocromo hoechst (B e C - 120X). 
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4 CONCLUSÕES 

 

 

A solução de água de coco a 20% sem suplementação foi eficiente em 

promover adesão e crescimento de células do cumulus oophorus oriundas de 

biópsias de CCOs imaturos por um período de até 3 dias.  

A solução de água de coco a 20% suplementada com tri-citrato de sódio, 

mio-inositol e aminoácido foi eficiente em promover o crescimento de células do 

cumulus oophorus, oriundas de CCOs pós MIV, com padrões semelhantes ao 

observado no Grupo Controle.   
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CAPÍTULO 5 

 

AVALIAÇÃO DE UMA SOLUÇÃO DE 
ÁGUA DE COCO A 20% SUPLEMENTADA 

COM MIO-INOSITOL, TRI-CITRATO DE 
SÓDIO E AMINOÁCIDOS NA 
MATURAÇÃO OOCITÁRIA, 

FECUNDAÇÃO E CULTIVO DE 
EMBRIÕES BOVINOS IN VITRO   
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RESUMO 

 

O objetivo deste capítulo foi avaliar uma solução de água de coco composta por 

20% de ACIN, suplementada com mio-inositol, tri-citrato de sódio e aminoácidos 

(SAC-20S) durantes os processos de maturação oocitária, fecundação e cultivo 

embrionário in vitro. Para isso CCOs bovinos obtidos de ovários oriundos de 

abatedouro foram distribuídos aleatoriamente entre os seguintes Grupos 

experimentais: Controle, representado pela MIV em Meio 199, FIV e CIV em 

SOF; M-Coco, MIV em SAC-20S, FIV e CIV em SOF; M-SOF, MIV, FIV e CIV em 

SOF; F-Coco, MIV em Meio 199, FIV em SAC-20S e CIV em SOF e o C-Coco, 

MIV em Meio 199, FIV em SOF e CIV em SAC-20S. As taxas de pró-núcleo, 

clivagem, blastocisto, cinética do desenvolvimento e os dados da expressão 

gênica foram submetidos à ANOVA (pós-teste Bonferroni, nível de significância 

5%). Não foi observada formação pró-nuclear e nem clivagem no Grupo F-Coco 

(0%), revelando a SAC-20S como um agente bloqueador do processo de 

fecundação in vitro em bovinos. As taxas de formação de blastocisto dos Grupos 

Controle (41,60±7,9), M-coco (36,02±8,8) e M-SOF (35,97±7,7) foram 

estatisticamente diferentes (p<0,05) do Grupo C-coco (0%). Não houve diferença 

significativa (p>0,05) em relação à cinética do desenvolvimento e expressão 

relativa dos genes GLUT-1 e OCT-4 entre os Grupos Controle, M-Coco e M-SOF. 

Em relação à expressão do IFN-, houve diferença (p<0,05), apenas entre o 

Grupo Controle (1) e o Grupo M-SOF (0,186±0,091). Portanto a SAC-20S mostrou 

resultado positivo apenas quando utilizada durante o processo de MIV.  
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ABSTRACT 

 

The purpose of this chapter was to evaluate a solution of coconut water with 20% 

of ACIN, supplemented with myo-inositol, tri-sodium citrate and amino acids (SAC-

20S) during the process of oocyte maturation, fertilization and embryo culture in 

vitro. For that, bovine COCs obtained from ovaries get at slaughterhouse were 

randomly distributed among the following groups: Control, represented by IVM in 

the medium 199 and IVF and IVC in SOF; M-Coco, IVM in SAC-20S and IVF and 

IVC in SOF; M-SOF, IVM, IVF and IVC in SOF; F-Coco, IVM in medium 199, IVF 

in SAC-20S and IVC in SOF and the C-Coco, IVM in Medium 199, IVF in SOF and 

IVC in SAC-20S. The rates of pronucleus, cleavage, blastocyst, kinetics of the 

development and data of gene expression were analyzed by ANOVA (Bonferroni 

post-test, significance level 5%). There was no pro-nuclear formation nor cleavage 

in Group F-Coco (0%), showing that the SAC-20S blocked the process of in vitro 

fertilization. The blastocyst formation rates of the control group (41.60 ± 7.9), M-

coconut (36.02 ± 8.8) and M-SOF (35.97 ± 7.7) were different (p<0.05) from Group 

C- coco (0%). There was no significant difference (p>0.05) in relation to the 

kinetics of development and relative gene expression OCT-1 and GLUT-4 

between the Control Group, M-Coco and M-SOF. Regarding the expression of 

IFN-, there was no difference (p <0.05) only between the Control Group (1) and 

Group M-SOF (0.186 ± 0.091). Therefore SAC-20S showed positive results only 

when used during the IVM.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A proposta de utilização da água de coco como meio de cultivo celular na 

PIVE em bovinos, baseou-se no relato de vários trabalhos que a apontavam como 

uma substância rica em aminoácidos, lipídios e carboidratos (SANTOSO et al., 

1996; NUNES & COMBARNOUS, 1994 apud NUNES, 1998, SILVA, et al. 2009),  

capaz de promover a manutenção da viabilidade celular de espermatozóides 

(NUNES, 1997), folículos ovarianos pré-antrais bovino in situ (LUCCI et al., 2004), 

complexos cumulus-oócito bovino (CORDEIRO et al., 2006) e, principalmente, por  

alguns autores terem relatado sucesso na sua utilização como meio de maturação 

e cultivo de embriões bovinos (BLUME et al., 1997a,b). 

Por outro lado, a análise química comparativa de alguns constituintes da 

ACIN com o Meio 199, realizadas neste trabalho (Capítulo 3), revelou uma 

composição muito diferente das estabelecidas para meios de cultivo utilizados 

para promover o crescimento celular, apontando a necessidade de consideráveis 

ajustes na SAC na tentativa de torná-la mais semelhantes aos meios de cultivo 

empregados na PIVE. 

Nesse sentido foram realizados vários ajustes na SAC e os resultados 

dessa nova formulação, obtidos no Capítulo 4, revelaram crescimento das células 

do cumulus oophorus com características semelhantes as observadas com os 

meios de PIVE padrão. Estes resultados positivos nos incentivaram a avaliar a 

SAC, sob nova formulação, durante os processos de maturação oocitária, 

fecundação e cultivo embrionário in vitro.  
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1.1 HIPÓTESE 

 

  

A solução de água de coco a 20% suplementada com mio-inositol, tri-

citrato de sódio e aminoácidos é eficiente na maturação, fecundação e cultivo in 

vitro de embriões bovinos.  

 

 

1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1  Objetivo Geral 

 

Avaliar uma solução de água de coco a 20% suplementada com mio-

inositol, tri-citrato e aminoácidos (SAC-20S) durante os processos de maturação, 

fecundação e cultivo in vitro de embriões bovinos.   

 

 

1.2.2  Objetivos Específicos 

 

 

 Avaliar a taxa de formação pró-nuclear 16h após fecundação in vitro em 

SAC-20S. 

 Avaliar o potencial de desenvolvimento embrionário, de CCOs maturados, 

fecundados e cultivados em SAC-20S, através das taxas de clivagem, formação 

de blastocisto, cinética do desenvolvimento embrionário e analise da expressão 

dos genes GLUT-1, OCT-4 e IFN- dos embriões produzidos in vitro. 
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2 MATERIAL E METODOS 

 

 
2.1 PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES 

 

 

2.1.1 Maturação In Vitro 

 

 

Os COCs, obtidos e selecionados de acordo com os métodos já descritos 

nos tópicos 2.1.1 e 2.1.2 do Capítulo 2, foram submetidos ao processo de 

maturação em Meio 199, SAC-20S ou SOF (suplementado com 5mM de 

glicose13). O emprego do SOF mostrou-se necessário em função do mesmo ter 

sido utilizado como meio referência na construção da SAC-20S. 

 

As condições de incubação, bem como a suplementação dos meios de 

maturação com SFB, hormônios, antioxidantes, fatores de crescimento, piruvato e 

antibióticos foram as mesmas descritas no tópico 2.1.3 do Capítulo 2.  

 

 

2.1.2 Fecundação In Vitro 

 

Todo o processamento do sêmen, que envolve descongelação, métodos de 

separação e determinação da concentração espermática, foi realizado de acordo 

com tópico 2.1.4 do Capítulo 2.  
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Após 18 horas de MIV, CCOs (20 a 25 por gota) e SPTZ foram co-

incubados em gotas (80 L) com meio de fecundação SOF (sem glicose) ou SAC-

20S, acrescidos com heparina, penicilamina, hipotaurina, epinefrina, BSA, piruvato 

e gentamicina nas mesmas concentrações descritas no tópico 2.1.4 do Capítulo 2.   

 

 

2.1.3 Cultivo In Vitro dos Embriões 

 

 

Para dar suporte ao desenvolvimento embrionário foi realizado um 

sistema de co-cultivo dos embriões com monocamada de células do cumulus 

oophorus que aderirem à placa durante a MIV como descrito no tópico 2.1.5 do 

Capítulo 2. 

  

Após o período de FIV os prováveis zigotos foram submetidos a 

sucessivas pipetagens para retirada das células do cumulus oophorus e então 

transferidos para gotas de CIV de acordo com o grupo experimental. Foram 

utilizados como meio de cultivo o SOF (1 mM de glicose) e a SAC-20S, ambos 

suplementados com SFB, BSA, piruvato e antibiótico como descrito no tópico 

2.1.5 do Capítulo 2. 
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2.1.4 Delineamento Experimental 

 

 

Foram realizadas 5 repetições com 20 a 25 CCOs por grupo. Os grupos 

experimentais foram caracterizados pelo meio de maturação, fecundação ou 

cultivo embrionário ao qual foram submetidos em cada etapa do processo de 

PIVE. Sendo o Grupo Controle representado pela MIV em Meio 199, FIV e CIV 

em SOF; o Grupo M-Coco pela MIV em SAC-20S, FIV e CIV em SOF; o Grupo 

M-SOF pela MIV, FIV e CIV em SOF; o Grupo F-Coco pela MIV em Meio 199, 

FIV em SAC-20S e CIV em SOF e o Grupo C-Coco pela MIV em Meio 199, FIV 

em SOF e CIV em SAC-20S (Tabela 3). Outras combinações como a PIVE 

totalmente em SAC-20S não compunham esse delineamento pela quantidade 

limitada de CCOs que são obtidos por repetição.  

 

 

 

Grupos  

Experimentais 

Maturação Fecundação Cultivo Embrionário 

Meio 199 SAC-20S SOF SOF SAC-20S SOF SAC-20S 

Controle X   X  X  

M-Coco  X  X  X  

M-SOF   X X  X  

F-Coco X    X X  

C-Coco X   X   X 

 

2.1.5 Avaliação Quantitativa da Fecundação nário  

Tabela 3: Delineamento experimental 

M-Coco= Maturação oocitária em SAC-20S; M-SOF= Maturação em meio SOF; F-Coco= Fecundação em 
SAC-20S; C-Coco= Cultivo embrionário em SAC-20S 
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2.1.5 Avaliação da Fecundação In Vitro 

 

 

A fecundação foi avaliada através da taxa de formação pró-nuclear. Para 

isso, amostras dos Grupos Controle e F-Coco, após 16h do inicio da fecundação, 

foram desnudados por sucessivas pipetagens e fixados em solução de etanol39 e 

ácido acético40 (3:1, respectivamente) para posterior avaliação sob microscópio 

óptico41. As amostras foram marcadas com solução de orceína42 1%, sendo 

considerados fecundados aqueles que apresentaram dois (Figura 23) ou mais 

pró-núcleos.  

 

 

 

 

 
 
______________________________ 
39

 Nuclear 
40

 Merck 
41

 Nikon (Eclipse 50i)  
42

 Merck 

Figura 23: Fotomicrografia de zigotos bovinos após 16h de fecundação corados 
com orceína 1% para analise da formação pró-nuclear. Nas imagens A (400X) e 
B (1000X) são observados dois e três pró-núcleos, respectivamente. 
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2.1.6 Avaliação do Desenvolvimento Embrionário In Vitro 

 

 

O desenvolvimento embrionário foi avaliado de acordo com a taxa de 

clivagem e formação de blastocisto (segundo e sétimo dias de cultivo in vitro, 

respectivamente), segundo critérios estabelecidos pelo Manual da Sociedade 

Internacional de Transferência de Embriões - IETS (STRINGFELLOW & SEIDEL 

1999).  

No sétimo dia de cultivo os embriões, também, foram avaliados com 

relação à cinética do desenvolvimento, para isso os mesmos foram classificados, 

de acordo com o estágio do desenvolvimento, em blastocisto, blastocisto 

expandido e blastocisto eclodido (Figura 24). 

 

 

 
Figura 24: Fotomicrografia de embriões bovinos em 
diferentes estágios do desenvolvimento (blastocisto (BL), 
blastocisto expandido (BX) e blastocisto eclodido (BE) no 
sétimo dia de cultivo in vitro.  
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Os embriões produzidos em cada Grupo Experimental foram avaliados 

qualitativamente em relação à expressão de genes importantes para o 

desenvolvimento embrionário: o Transportador de Glicose isoforma 1(GLUT-1), 

relacionado ao metabolismo de carboidratos; o Octâmero 4 (OCT-4), que codifica 

um fator de transcrição importante para a manutenção da totipotência e o 

Interferon-tau (IFN-), importante para a sinalização materno-fetal .  

Os embriões obtidos no sétimo dia de desenvolvimento foram 

armazenados em solução de RNA later (5 embriões/5µL) e estocados em freezer 

-20ºC até o momento da extração do RNA. O RNA total foi extraído utilizando o kit 

RNeasy MIcro (Qiagen, Valencia, CA). O RNA foi tratado com DNAse I (fornecida 

pelo kit de extração) a fim de evitar contaminação por DNA genômico. Após a 

extração o RNA total foi quantificado no equipamento Nanodrop e equalizado. 

Para a obtenção do cDNA foi utilizado o kit High Capacity Reverse Transcription 

(Applied Biosystems, CA), de acordo com as instruções do fabricante.  

As amostras de cDNA dos embriões foram analisadas utilizando um ensaio 

de quantificação relativa por PCR em tempo real (7500 Real Time PCR System, 

Applied Biosystems). Em todas as reações de PCR foi utilizado para detecção do 

DNA o corante SYBR Green (Power SYBR Green® PCR Master Mix, Applied 

Biosystems).  

As seqüências dos oligonucleotídeos iniciadores (Promega, Madison, WI) 

utilizados na análise da expressão dos genes “alvo” (GLUT-1, OCT- 4 e IFN-) e 

controle endógeno, H2A.Z (ROBERT et al., 2002) estão descritos na Tabela 4. 

As amplificações dos transcritos estudados foram previamente ajustadas 

quanto à concentração de primers, especificidade e eficiência de amplificação. As 
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condições de termociclagem foram: 95°C por 10 minutos, 45 ciclos de 95°C por 

15 s e 61°C por 1 min.  

 

 
Tabela 4: Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados para 
quantificação relativa dos genes, o tamanho do fragmento (pares de base) e seu 
respectivo código de acesso no GenBank.   

Gene Seqüência Tamanho 

(pb) 

Genbank 

GLUT-1 CTGCTCATTAACCGCAACGA 

TGACCTTCTTCTCCCGCATC 

133 M60448 

OCT-4 GGTTCTCTTTGGAAAGGTGTTC 

ACACTCGGACCACGTCTTTC 

143 NM 174580 

IFN TGCCTGGAACACCACCCTC 

AGG TAG ACA TGG ATA CCC TGG AAG 

167 X 65539 

H2A.Z AAAGCGTATTACCCCTCGTCA 

GAATCCAGGCATCCTTTAGACAG 

166 BC109743.1 

 

 

Foram realizadas três réplicas experimentais, sendo cada uma amplificada 

individualmente em triplicata utilizando-se o kit Power SYBR Green® PCR Master 

Mix (Applied Biosystems) em um volume final de reação de 20 L.  

Após cada corrida de PCR, a análise da curva de desnaturação foi 

realizada para cada amostra, para detectar dímeros de oligonucletídeos e 

produtos inespecíficos. Para garantir a especificidade da amplificação, os 

tamanhos dos amplicons foram visualizados em um gel de agarose 2%, corado 

com SybrSafe (Applied Biosystems, Foster City,CA). Para avaliação a eficiência 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Search&db=Nucleotide&term=M60448&doptcmdl=GenBank&tool=genome.ucsc.edu
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das reações os dados de ΔRN foram analisadas no programa LinRegPCR 

(RAMAKERS et al., 2003), no qual foi definindo uma janela de linearidade comum 

para todos os amplicons, que engloba a fase mais linear da reação. Análise de 

expressão gênica foi realizada utilizando-se o método ΔΔ Ct, sendo o Grupo 

Controle utilizado como calibrador (Pfaffl, 2001). 

 

 

2.1.7 Análise Estatística 

 

 

As taxas pró-núcleo, clivagem, blastocisto e cinética do desenvolvimento 

transformadas para Arcoseno e os dados da análise expressão gênica foram 

submetidos à análise da variância (ANOVA – pós teste Bonferroni, nível de 

significância 5%), com auxílio do programa BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

3.1 AVALIAÇÃO QUANTITATIVA DA FECUNDAÇÃO IN VITRO 

 

 

 Para avaliação da SAC-20S como meio de fecundação in vitro, através da 

quantificação pró-núclear, foram analisadas amostras das 5 repetições de PIVE, 

totalizando 187 prováveis zigotos, sendo 85 pertencentes ao Grupo Controle e 

102 ao Grupo F-Coco.  

 Embora a água de coco apresente algumas propriedades que favorecem a 

sobrevivência espermática de várias espécies, o que, também, foi observado 

neste trabalho, através da observação de motilidade espermática mesmo após 32 

h de incubação, a sua utilização como meio de FIV revelou um efeito bloqueador 

na fecundação. Todos os oócitos analisados encontravam-se no estágio de 

metáfase ll da meiose (Figura 25), não sendo observado, portanto, formação pró-

nuclear no Grupo F-Coco (Tabela 5).  

Esse bloqueio pode ser uma condição relacionada a presença e a alta 

concentração dos carboidratos na SAC-20S, uma vez que vários autores já 

descreveram o efeito inibitório de alguns carboidratos ao processo de fecundação 

em hamster e rato (DRAVLAND & MORTIMER, 1988; PONCE et al., 1994), 

camundongos (BOLDT et al., 1989), humanos (MORI et al., 1993) e bovinos 

(TANGHE et al., 2004a,b). 

Um outro fato interessante foi a observação do fenômeno de adesão das 

células do cumulus oophorus à superfície da placa de FIV, após as 32h em SAC-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dravland%20JE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mortimer%20D%22%5BAuthor%5D
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20S como mostra a Figura 26. Isso revela que a SAC apresenta propriedades que 

podem induzir ou até mesmos promover maior adesão, podendo ser uma 

possibilidade interessante de aplicação no estabelecimento de cultivos primários 

que apresentem dificuldade no processo de aderência. Nesse sentido é 

importante, também, um estudo mais detalhado da água de coco, na tentativa de 

determinar que fatores poderiam estar relacionadas a esse fenômeno.     

 

 

Tabela 5: Taxa de formação pró-nuclear (16h) após fecundação em solução à 
base de água de coco 20% suplementada com mio-inositol, tri-citrato de sódio e 
aminoácidos.   

n= Número amostral; F-Coco= fecundação em SAC-20S; *Todos os oócitos analisados 
encontravam-se em estágio de metáfase ll; a,b Sobrescritos diferentes na mesma coluna 
indicam diferença estatística (p<0,05).   

 

Grupos 

experimentais 

n Não 

Fecundados 

Fecundados 

Monospérmico (%) Polispérmico (%) 

Controle 85 0a 73 (85,88) 12 (14,11) 

F-Coco 102 102b* - - 
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Figura 25: Fotomicrografia de oócito bovino corado com 
orceína 1%, em estágio de metáfase ll, onde podemos 
observar placa metafásica (seta branca) e primeiro 
corpúsculo polar (seta preta), após 16h de fecundação em 
SAC-20S (1000X). 

Figura 26: Fotomicrografia da gota fecundação (32h) demonstrando na imagem A 
(100X) as células do cumulus oophorus aderidas à superfície da placa quando 
submetidas ao processo de FIV em SAC-20S (Grupo F-Coco), característica esta 
incomum as condições de fecundação padrão como observado na imagem B 
(120X) do Grupo Controle. 
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3.2 AVALIAÇÃO DO DESENVOLVIMENTO EMBRIONÁRIO IN VITRO 

  

 

Para avaliação do desenvolvimento embrionário foi utilizado um total de 

687 CCOs distribuídos entre os seguintes Grupos experimentais: 137 no Grupo 

Controle; 136 no Grupo que sofreu maturação em SAC-20S (M-Coco); 139 no 

Grupo maturado em meio SOF (M-SOF); 138 no Grupo cujo processo de 

fecundação foi realizado em SAC-20S (F-Coco) e 137 no Grupo onde a SAC-20S 

foi utilizada como meio de cultivo embrionário (C-Coco). 

Em relação às taxas de clivagem houve diferença estatística (p<0,05) 

apenas do Grupo F-Coco em relação aos demais Grupos experimentais (Tabela 

7). No Grupo F-Coco não foram observadas clivagens (Figura 27), corroborando 

com os resultados obtidos na avaliação da formação pró-nuclear. 

 

 

 

 

 

 

Figura 27: Fotomicrografia do Grupo F-Coco no segundo (A-100X) e sétimo (B-
130X) dias de cultivo in vitro. Observar ausência de clivagens após FIV em SAC-
20S.   
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Os resultados de formação de blastocisto mostram um efeito positivo do 

fator de diluição adotado para a elaboração do meio de maturação à base de 

água de coco, onde ao contrário do observado no Capítulo 2, não houve diferença 

estatística (p>0,05) entre o Grupo M-Coco (36,02±8,8) e os Grupos Controle 

(41,60±7,9) e M-SOF (35,97±7,7) (Tabela 6). 

 Não houve diferença estatística (p>0,05), também, com relação à 

avaliação da cinética do desenvolvimento (Blastocisto= BL; blastocisto 

expandido= BX e blastocisto eclodido=BE) entre os Grupos Controle (44,50 ± 

5,86; 18,18 ± 15,17 e 37,32 ± 22,36, respectivamente), M-Coco (42,69 ± 26,39; 

28,03 ± 10,89 e 29,99 ± 26,33, respectivamente) e M-SOF (41,73 ± 13,10; 15,98 ± 

19,50 e 42,29 ± 23,75, respectivamente) como mostra a Tabela 6 (Figura 28). 

Entretanto, em relação ao emprego da SAC-20S como meio de cultivo 

embrionário nossos resultados, assim como no Capítulo 2, continuaram negativos 

e contrários aos obtidos por Blume et al. (1997b), ou seja, não foi observado 

formação de blastocisto no Grupo C-Coco. E embora tenha sido observado um 

crescimento aparentemente normal da monocamada de células do cumulus 

oophorus, os embriões apresentavam características morfológicas de perda de 

integridade de membrana no sétimo dia de cultivo em SAC-20S, como mostra a 

Figura 29.  
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Tabela 6: Taxas de clivagem, formação de blastocisto e cinética do 
desenvolvimento após PIVE em solução à base de água de coco 20% 
suplementada com mio-inositol, tri-citrato de sódio e aminoácidos (SAC-20S).   

Grupos 

experimentais 

N 

CCOs 

% Clivagem 

M±DP 

% Blastocisto 

M±DP 

N 

Embriões 

Cinética do Desenvolvimento Embrionário 

%BL 

M±DP 

%BX 

 M±DP 

%BE  

M±DP 

Controle  137 82,61±6,7a 41,60±7,9a
 57 44,50 ± 5,86 18,18 ± 15,17 37,32 ± 22,36 

M-Coco 136 82,50±5,2a 36,02±8,8a 49 42,69 ± 26,39 28,03 ± 10,89 29,99 ± 26,33 

M-SOF 139 85,78±5,1a 35,97±7,7a 50 41,73 ± 13,10 15,98 ± 19,50 42,29 ± 23,75 

F- Coco 138 0b - - - - - 

C-Coco 137 81,05±3,5a 0b - - - - 

M-Coco= Maturação oocitária em SAC-20S; M-SOF= Maturação em meio SOF; F-Coco= 
Fecundação em SAC-20S; C-Coco= Cultivo embrionário em SAC-20S; n CCOs= Número de 
complexos cumulus-oócitos; M±DP= Média ± Desvio Padrão; 

a,b 
Sobrescritos diferentes na mesma 

coluna indicam diferença estatística (p<0,05); BL= Blastocisto; BX= Blastocisto Expandido; BE= 
Blastocisto Eclodido. 
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Figura 28: Fotomicrografia dos Grupos Controle (A), M-Coco (B), C-SOF (C) no 
sétimo dia de cultivo (80X).  
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A avaliação da expressão relativa dos genes GLUT-1, OCT-4 e IFN- foi 

constituída pela analise de três repetições, de embriões oriundos de três rotinas 

de PIVE. Foram analisados 45 embriões, sendo 15 pertencentes ao Grupo 

Controle, 15 ao Grupo M-Coco e 15 ao Grupo M-SOF. 

Não houve diferença estatística (p>0,05) na expressão relativa entre o 

Grupo Controle (1), Grupo M-Coco (0,896±0,769 e 0,748±0,476) e o Grupo M-

SOF (1,136±1,107 e 1,079±0,670) para os transcritos dos genes GLUT-1 e OCT-

4, respectivamente (Figuras 30 e 31). 

A avaliação da expressão do gene IFN-, revelou uma redução significativa 

(p<0,05) do Grupo M-SOF (0,186±0,091) em relação ao Grupo Controle (1) 

(Figura 32). Este resultado demonstra que embora o SOF tenha potencial para 

garantir taxas de blastocistos similares ao Meio 199, fato também observado por 

Watson et al. (2000), a composição do meio de MIV exerce forte influência no 

perfil de expressão gênica dos embriões (WATSON et al., 2000; LONERGAN et 

al., 2003a; SAGIRKAYA et al., 2007; WARZYCH et al., 2007). 

Figura 29: Fotomicrografia do Grupo C-Coco no segundo (A) e sétimo (B) dias de 
cultivo. Notar na imagem B que, apesar do crescimento aparentemente normal da 
monocamada de células do cumulus oophorus, houve degeneração dos embriões 
cultivados em SAC-20S (100X). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sagirkaya%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Warzych%20E%22%5BAuthor%5D
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Figura 30: Concentração relativa de transcritos para o gene GLUT-1 
(média±desvio padrão) nos embriões oriundos de diferentes meios de 
maturação. 

Figura 31: Concentração relativa de transcritos para o gene OCT-4 
(média±desvio padrão) nos embriões oriundos de diferentes meio de maturação. 
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Embora os critérios de avaliação abordados neste trabalho, como clivagem, 

formação de blastocisto, cinética e expressão gênica, não tenham determinado 

nenhuma diferenças na PIVE após maturação oocitária em SAC-20S, mais 

estudos devem ser realizados no sentido de avaliar o real potencial da SAC-20S 

meio de maturação, uma vez que estes resultados podem ser fruto da diluição de 

fatores que acarretam estresse ao metabolismo celular, aliados a resistência e 

plasticidade dos CCOs, habilidades estas, comprovadas pela eficiência das 

células do cumulus oophorus em proteger o oócito em situações adversas 

(TATEMOTO et al., 2000; FATEHI et al., 2005).    

Outro ponto importante foi a incapacidade da SAC-20S, quando utilizada 

como meio de CIV, em promover a sobrevivência embrionária. Em função da 

Figura 32: Concentração relativa de transcritos para o gene IFN- (média±desvio 
padrão) nos embriões oriundos de diferentes meios de maturação. A, B: Letras 
diferentes indicam diferença estatística (p<0,05) 
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água de coco não apresentar uma composição química definida, situação cada 

vez mais requerida para as condições de cultivo embrionário in vitro (OYAMADA 

et al., 2004; VIREQUE et al., 2009; MOMOZAWA & FUKUDA, 2011), torna-se 

extremamente complicado e limitante avaliar os reais motivos pelos quais a 

mesma deflagrou a morte embrionária. Dentro do que é possível especular, e em 

função da SAC-20S ter proporcionado a sobrevivência é crescimento apenas das 

células do cumulus oophorus, a mesma parece apresentar forte propriedade 

embriotóxica.  

Portanto, embora a água de coco apresente algumas propriedades 

químicas que viabilizam sua utilização como meio de manutenção (CORDEIRO et 

al., 2006) e preservação celular, principalmente, de espermatozóides (NUNES, 

1997), a sua utilização como meio de cultivo para gametas e embriões é 

questionável, em função da necessidade e dificuldade da realização de ajustes 

que visem torná-la mais adequada as condições de cultivo para PIVE.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Oyamada%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vireque%20AA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Momozawa%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fukuda%20Y%22%5BAuthor%5D
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4 CONCLUSÕES 

 

 

A solução de água de coco a 20% suplementada com tri-citrato de sódio, 

mio-inositol e aminoácidos (SAC-20S) bloqueou o processo de fecundação in 

vitro em bovinos. 

A SAC-20S, quando utilizada como meio de MIV, foi eficiente em promover 

maturação oocitária compatível com o desenvolvimento embrionário in vitro em 

bovinos. 

A SAC-20S, quando utilizada como meio de CIV, não foi eficiente em 

promover o desenvolvimento embrionário in vitro em bovinos. 
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 MEIO 199 
 (SAIS DE EARLE) 

 

SAIS INORGÂNICOS mg/L VITAMINAS mg/mL 

CaCl2H2O 265.00 Ácido ascórbico 0.050 

Fe(NO3)39H2O 0.72 Biotina 0.010 

MgSO47H2O 200.00 Calciferol 0.100 

KCl 400.00 Pantotenato de Cálcio 0.010 

C2H3O2Na 50.00 Cloreto de Colina 0.500 

NaCl 6800.00 Ácido fólico 0.010 

NaHCO3 2200.00 Inositol 0.050 

NaH2PO4.H2O 125.00 Menadione 0.010 

    Ácido nicotinico 0.025 

AMINOÁCIDOS mg/L Niacinamida 0.025 

L-alanina 25.00 Ácido p-aminobenzóico 0.050 

L-arginina.HCl 70.00 Piridoxal.HCl 0.025 

L-ácido aspártico 30.00 Piridoxina.HCl 0.025 

L-cisteína.HCl.H2O 0.11 Riboflavina 0.010 

L-cistina 26.00 Tiamina.HCl 0.010 

L-ácido glutâmico 75.00 Acetato de Retinol 0.140 

L-glutamina 100.00 Fosfato de tocoferol Na 0.01 

Glicina 50.00     

L-histidina.HCl.H2O 21.88 OUTROS COMPONENTES mg/mL 

Hidroxiprolina 10.00 Adenina sulfato 10.00 

L-isoleucina 20.00 Adenosina trifosfato -2 Na 1.00 

L-lisina.HCl 70.00 Adenosina monofosfato -Na 0.20 

L-fenilalanina 25.00 Colesterol 0.20 

L-leucina 60.00 Deoxiribose 0.50 

L-metionina 15.00 Glicose 1000.00 

L-prolina 40.00 Glutathione 0.050 

L-serina 25.00 Guanina.HCL 0.30 

L-treonina 30.00 Hipoxantina 0.30 

L-triptofano 10.00 Vermelho de fenol 20.00 

L-tirosina 57.70 Ribose 0.50 

L-valina 25.00 Xantina Na 0.344 

    Timina 0.30 

 pH=7.4   Tween80 20.00 

 Osmolaridade=290 mOsmol/L   Uracil 0.30 

Fonte: http://www.cultilab.com.br/paginas/cultivocelular1.8.html 
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ÁGUA DE COCO 
(SEIS MESES) 

 

AMINOÁCIDOS µg/mL 

Ácido Aspártico 5.4 

Ácido Glutâmico 78.7 

Serina 65.8 

Glicina 13.9 

Aspargina 10.4 

Treonina 26.3 

Alanina 177.1 

Glutamina 13.4 

Lisina 22.5 

Arginina 16.8 

Prolina 21.6 

Valina 15.1 

Leucina 31.7 

Fenilalanina 10.2 

Tirosina 3.1 

Ácido Amonobutírico 168.8 

Homoserina 5.2 

Metionina, Hidroxiprolina e Histidina Traços 

  

ACÚCARES mg/mL 

Sacarose 8.9 

Glicose 2.46 

Frutose 2.51 

  

VITAMINAS mg/mL 

Ácido nicotínico 0.64 

Ácido pantotênico 0.52 

Biotina 0.02 

Riboflavina 0.01 

Ácido fólico 0.003 

Tiamina e Piridoxina Traços 

  

MINERAIS mg/100mL 

Potássio 312.0 

Cloro 183.0 

Sódio 105.0 

Fósforo 37.0 

Magnésio 30.0 

Enxofre 24.0 

Ferro 1.10 

Cobre 0.04 

Cálcio Traços 

Fonte: NUNES & COMBARNOUS (1994) 
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FLUIDO SINTÉTICO DE OVIDUTO 
(SOF) 

   
 

      

 

 

 

 

 

 

                        BME 50X 

 
                      BME 100X  

 AMINOÁCIDOS  g/L  AMINOÁCIDOS  g/L  

L-Arginina  6.32 L-Alanina 0.89 

L-Cistina  1.20 L-Asparagina 1.32 

L-Histidina  2.10 L-Ácido Aspártico 1.32 

L-Isoleucina  2.62 L-Ácido Glutamico 1.47 

L-Leucina  2.62 L-Serina 1.05 

L-Lisina  3.625 L-Prolina 1.15 

L-Metionina  0.755 Glicina 0.75 

L-Fenilanina  1.65   

L-Treonina  2.38   

L-Triptofano  0.51   

L-Tirosina  1.80   

L-Valine  2.34   

 

SAIS INORGÂNICOS mg/mL 

NaCl 6.290 

KCl 0.534 

KH2PO4 0.162 

MgSO4 . 7 H2O 0.182 

NaHCO3 2.100 

CaCl2 0.262 

Tricitrato de Sódio 0.100 

VITAMINAS 
 

Mio-Inositol 0.500 

AMINOÁCIDOS 
 

L-glutamina 0.02925 

Glicina 0.376 

BME (50X) 3% V/V 

MEM (100X) 1% V/V 

OUTROS COMPONENTES 
 

Piruvato 0.080 

Glicose 0.180 

  


