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RESUMO 

O sucesso da criopreservação de embriões produzidos in vitro (PIV) mostra-se o ponto 

chave para a expansão comercial nesse setor. Entretanto, embriões PIV submetidos a 

essa biotecnologia apresentam oscilações dos índices de prenhez, devido sua baixa 

criotolerância. O presente estudo visa avaliar a eficiência de embriões produzidos em 

formulações de meios de cultivo, livres de SFB e suplementadas com meio A ou B. 

Além disso, averiguar o efeito dos meios na viabilidade embrionária, no perfil lipídico, 

no perfil molecular e no estabelecimento da prenhez. Em um primeiro experimento, 

oócitos oriundos de ovários de abatedouro foram maturados e fertilizados, e 

posteriormente, os possíveis zigotos, foram cultivados in vitro e distribuídos 

aleatoriamente em três grupos: i) Controle (C): meio sintético modificado de fluido de 

oviduto (mSOF) suplementado com 5 mg / mL de BSA e 2,5% de soro fetal bovino; ii) 

Meio A (MA): suplemento A, mSOF alterado sem soro; e iii) Meio B (MB): suplemento 

B, mSOF alterado sem soro. O uso de meios MA e MB melhorou a viabilidade 

embrionária à criopreservação sem afetar a produção de blastocistos (D7). Os 

blastocistos oriundos do grupo MB apresentaram a maior (P<0,05) taxa de eclosão 

(26%) em relação aos demais grupos, e maior porcentagem de embriões transferíveis 

MB [92,1% (187/203)] em relação ao controle C [85,8% (175/204)]. O perfil lipídico de 

embriões PIV do grupo MB foi similar ao de embriões produzidos in vivo. Além disso, 

a morfometria das gotas lipídicas citoplasmáticas desses embriões parece ter conferido 

menor fragilidade a vitrificação. Os meios MA e MB apresentaram genes do 

metabolismo lipídico com expressão reduzida em relação ao controle, indicando, uma 

melhor qualidade embrionária. Além disso, o grupo MB demonstrou expressão 

aumentada do gene Lumican (LUM), com importante função na estrutura da membrana 

plasmática. A soma desses achados nos levou a investigar a taxa de concepção dos 

embriões oriundos do meio MB. As taxas de concepção, aos 45 dias, oriunda da 

transferência dos blastocistos dos grupos MB e C foram semelhantes (49,2 vs. 47,9, 

respectivamente; P>0.05), validando a eficiência da formulação MB. Portanto, o meio 

de cultivo MB favorece a criotolerância sem prejudicar a competência do 

desenvolvimento e obtenção da prenhez dos embriões em programa comercial em larga 

escala. Acreditamos que esse achado possa ser explicado pela natureza dos lipídeos 

embrionários e perfil transcricional associados. 
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ABSTRACT 

The success of cryopreservation of embryos produced in vitro (IVP) shows itself to be 

the key point for commercial expansion. However, successful cryopreservation of in 

vitro-produced embryos is a fundamental requirement for the expansion of the IVP 

industry.The present study aims to evaluate the efficiency of different formulations of 

FBS-free culture media supplemented with medium A or B on cryotolerance, and the 

establishment of pregnancy. In a first experiment, oocytes from slaughterhouse ovaries 

were matured and fertilized and then the presumptive zygotes were cultured in vitro and 

randomly distributed into three groups: i) Control (C): modified synthetic oviduct fluid 

(mSOF) culture medium supplemented with 5 mg/mL BSA and 2.5% fetal calf serum; 

ii) Medium A (MA): serum-free altered mSOF medium A; and iii) Medium B (MB): 

serum-free altered mSOF medium B. The use of MA and MB media improved the 

embryo viability to cryopreservation without affecting the production of blastocysts. 

Blastocysts from the MB group had the highest (P <0.05) hatching rate (26%) in 

relation to the other groups (P <0.05); and the highest percentage of MB transferable 

embryos (92.1%, 187/203) compared to control group [85.8% (175/204)]. This result 

can be explained by the lipid and transcriptional profile of the embryos. The lipid 

profile of IVP embryos of the MB group was similar to that of embryos produced in 

vivo. Furthermore, the morphometry of the cytoplasmic lipid droplets seems to have 

conferred less fragility to the vitrification. The MA and MB media showed 

downregulated lipid metabolism genes in relation to the control, indicating a better 

embryo quality. In addition, the MB group demonstrated the upregulation of the 

Lumican gene (LUM), with an important function in the structure of the plasma 

membrane. The sum of these findings led us to investigate the conception rate of 

embryos from the MB medium. The conception rates, at 45 days, resulting from the 

transfer of MB medium-derived blastocysts (49.2%) was similar (P>0.05) to that for 

control-derived embryos (47.9%). Therefore, the novel MB culture medium favors 

cryotolerance without impairing pregnancy rate in a large-scale in vitro bovine embryo 

production program. We believe that this finding can be explained by the embryonic 

lipids and transcriptional profile. 

Keywords: bovine embryo, lipids, vitrification, cryo-survival 
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1.INTRODUÇÃO 

A produção in vitro (PIV) de embriões bovinos vem apresentando índices 

produtivos satisfatórios nas últimas décadas. Em 2019 embriões produzidos in vitro 

(PIV) representaram 72,7% de todos os embriões bovinos transferíveis, superando pela 

primeira vez, nas últimas duas décadas, o número de embriões derivados in vivo (DIV) 

Em 2019, o Brasil ocupou o segundo lugar na produção global de embriões PIV 

(International Embryo Transfer Society - IETS, 2017) (Vianna., 2020). Esses números 

são possíveis devido ao potencial reprodutivo para técnicas de Aspiração 

Folicular Ovariana Guiada por Ultrassom (OPU) dos animais utilizados, principalmente 

pela raça Nelore (Bos taurus indicus) (Pontes et al., 2011). Dessa maneira, evidencia-se 

a importância do investimento no aprimoramento de meios utilizados na produção 

embrionária in vitro, com o objetivo de produzir embriões em quantidade, suficiente 

para suprir a crescente demanda, e com qualidade, para garantir índices de prenhez 

satisfatórios. 

A criopreservação de embriões PIV é uma alternativa para a melhor utilização 

da genética produzida, pois possibilita a superação de desafios logísticos enfrentados na 

transferência de embriões (TE). Além disso, viabiliza a expansão comercial de embriões 

produzidos no Brasil para mercados internacionais (B. V. Sanches et al., 2017; Sudano 

et al., 2013). Porém, a criopreservação de embriões PIV ainda é um desafio, devido à 

menor viabilidade desses embriões após o aquecimento, quando comparados a embriões 

produzidos in vivo (B. V. Sanches et al., 2017). A melhor compreensão de fatores que 

predispõe a essa menor criotolerância, viabiliza a aplicabilidade dessa biotecnologia na 

rotina do manejo reprodutivo em fazendas (Sanches et al., 2013; Sudano et al., 2012). 

Diante desse cenário se estruturam pesquisas de ciência básica e aplicada, com o intuito 

de compreender fatores que prejudicam a qualidade de embriões PIV após 

criopreservação.  

O principal motivo associado a menor criotolerância de embriões PIV está na 

incompatibilidade dos meios de cultivo, disponíveis, com a dinâmica embrionária 

realizada in vivo. Além disso, esses meios interferem no metabolismo embrionário e não 

fornecem segurança sanitária suficiente para a comercialização internacional (Abe et al., 

http://www.cptcursospresenciais.com.br/cursos/reproducao-bovina/curso-de-aspiracao-folicular-opu-para-fiv-em-bovinos
http://www.cptcursospresenciais.com.br/cursos/reproducao-bovina/curso-de-aspiracao-folicular-opu-para-fiv-em-bovinos
http://www.cptcursospresenciais.com.br/cursos/reproducao-bovina/curso-de-aspiracao-folicular-opu-para-fiv-em-bovinos
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2002a; Rizos et al., 2008a, 2003). Uma vez que, a qualidade do blastocisto está 

diretamente ligada às condições de cultura pós fertilização (Pinyopummintr and 

Bavister, 1994; Rizos et al., 2003). O soro fetal bovino (SFB), utilizado nos meios 

comerciais, atua como protagonista frente aos problemas de viabilidade relacionados à 

criopreservação de embriões PIV. Além disso, outros aspectos negativos do uso do SFB 

são associados, em bovino, a anomalias (McEvoy et al., 2000; Rizos et al., 2008a; 

Walker et al., 1996).   

 Entre os motivos desses efeitos negativos, destaca se a ação do SFB sobre o 

metabolismo embrionário, importante na manutenção da célula durante o processo de 

criopreservação (Abe et al., 2002a; Del Collado et al., 2016; Paschoal et al., 2017). 

Dessa forma, o tema motiva diferentes grupos de pesquisa a buscar outras fontes 

protéicas e/ou redução nas concentrações de SFB utilizadas durante o cultivo 

embrionário (Moreno et al., 2015; Murillo et al., 2017; Rizos et al., 2003). Visto que, o 

SFB, no meio de cultivo, afeta a viabilidade embrionária, devido o acúmulo lipídico 

exacerbado (Abe et al., 2002a; Rizos et al., 2003; Sudano et al., 2016, 2012). Apesar de, 

ainda não possui um mecanismo elucidado, alguns autores relatam que o desvio no 

metabolismo lipídico pode causar um aumento da produção de radicais livres, 

estimulando o processo de morte embrionária, através da peroxidação lipídica ou por 

incorporação de ácidos graxos saturados e colesterol na membrana embrionária. Isso 

implicaria na qualidade da membrana plasmática, tornando a menos permeável e mais 

rígida, explicando a susceptibilidade do embrião PIV à criopreservação (BARCELÓ-

FIMBRES; SEIDEL, 2007; BEITZ, 1996). Outras hipóteses a partir do uso de agentes 

lipolíticos também vêm sendo estudadas com o objetivo de produzir embriões com 

características lipídicas favoráveis à criopreservação (Sanches et al., 2013).  

A análise da viabilidade/qualidade embrionária na PIV tem extrema importância 

devido à capacidade de expressar o potencial embrionário às biotecnologias e à 

implantação (MÁRQUEZ-ALVARADO et al., 2004; MADDOX-HYTTEL et al., 

2019). A viabilidade celular em embriões pode ser representada através do número total 

de células e porcentagem de células em apoptose (Jacobson et al., 1997; Maddox-Hyttel 

et al., 2019; Räty et al., 2011). A taxa de eclosão após vitrificação/aquecimento também 

é utilizada como análise de viabilidade embrionária (Bruno Valente Sanches et al., 
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2017) A expressão transcricional de embriões PIV aponta os desafios passados por 

blastocistos, durante o desenvolvimento inicial, e por isso essa metodologia tem sido 

descrita como ferramenta de direcionamento na produção de embriões competentes ao 

estabelecimento da prenhez e a criopreservação  (Dey et al., 2004; Lonergan et al., 

2006a, 2003a; Rizos et al., 2003; Wrenzycki et al., 1999). 

O presente estudo testou a hipótese que formulações de meios livre de SFB 

suplementados com meio A ou B proporcionam menor conteúdo lipídico e fenótipo 

lipídico compatível com embriões criotolerantes (derivados in vivo), devido a melhor 

viabilidade celular e molecular. E assim, essas características refletem positivamente na 

produção embrionária, criotolerância e estabelecimento da prenhez. Nesse contexto, 

esse trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de diferentes formulações de meios de 

cultivo livres de SFB e suplementadas com meio A ou B sobre os fenótipos: produtivos, 

metabólicos, molecular e sobre a competência à criopreservação e ao estabelecimento 

gestacional de embriões bovinos produzidos in vitro (PIV).  
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2.REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1.Criopreservação de embriões produzidos in vitro. 

O mercado global bovino apresenta um interesse econômico e produtivo pela 

indústria de embriões. E nos últimos anos a demanda de embriões tem apostado na 

produção in vitro (PIV), devido à aplicação de biotecnologias reprodutivas no gado de 

leite e corte (Marsico et al., 2019; Pontes et al., 2011). A combinação da PIVE a outras 

biotecnologias como: a seleção genética, a múltipla ovulação e transferência 

embrionária (MOET) e a aspiração folicular (OPU - Ovum pick-up) permitiram um 

grande avanço genético, o qual encoraja o aprimoramento da reprodução assistida em 

bovinos (Ferré et al., 2020a; Goddard et al., 2010; Ponsart et al., 2014). 

 Essa mudança, de padrão nas biotecnologias reprodutivas, dentro da pecuária 

vem sendo demonstrada pela International Embryo Technology Society (IETS) durante 

a última década. Nesse cenário, a produção in vitro (PIV) é a principal responsável pela 

crescente valorização da indústria de embriões. Desde 2015 a produção global de 

embriões PIV vem tomando a frente da produção in vivo (Fig. 1). E em 2019 embriões 

produzidos in vitro (PIV) representaram 72,7% de todos os embriões bovinos 

transferíveis, superando pela primeira vez nas últimas duas décadas o número de 

embriões derivados in vivo (DIV) (Vianna, 2020). 
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Figura 1. Número de embriões bovinos (produzidos in vitro [PIV], derivado in vivo [DIV] 

e total) registrados no período de 2000-2019. Dados disponibilizados pela Sociedade Internacional 

de Tecnologia de Embriões (IETS) https://www.iets.org/comm_data.asp?autotry Acesso em 

fevereiro, 2020).  

 

https://www.iets.org/comm_data.asp?autotry
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A PIVE é uma abordagem viável que proporciona o aumento exponencial do 

número de animais com mérito genético. Além disso, favorece a preservação de 

germoplasma de fêmeas bovinas, o qual é diminuído naturalmente através da atresia 

folicular (Ashry and Smith, 2015). E por esse motivo, a compreensão de fatores que 

influenciam na qualidade embrionária de embriões PIV é amplamente estudada 

(Lonergan et al., 2003b; Rizos et al., 2008a; Wrenzycki, 2016). 

O primeiro registro de sucesso de um embrião, produzido completamente in 

vitro (maturação in vitro, fertilização in vitro e cultivo in vitro), ocorreu em 1982, e de 

lá em diante, os sistemas de produção ainda apresentam resultados desafiadores 

(Brackett et al., 1982). Visto que, a eficiência dessa biotecnologia precisa ser melhorada 

pra a obtenção de resultados de prenhez e criopreservação similar a embriões 

produzidos in vivo (Lonergan et al., 2016; Marsico et al., 2019). Esse é o principal 

desafio atual para os laboratórios de produção in vitro, aumentar a quantidade de 

embriões produzidos com competência para o estabelecimento da gestação e viáveis 

para a serem submetidos à criopreservação (Marsico et al., 2019; Sanches et al., 2013). 

A competência embrionária, definida pelo estabelecimento da prenhez, é 

dependente do ambiente em que ocorre a foliculogênese e seu impacto na qualidade 

oocitária. Esses eventos, em sincronia com a capacidade de sinalização embrionária e a 

preparação do ambiente uterino. Portanto, a formação do blastocisto mostra-se apenas 

um degrau no desenvolvimento de estruturas viáveis (Fig.2) (Lonergan et al., 2003b; 

Marsico et al., 2019; McEvoy et al., 2000). 

 



23 

 

Figura 2. Eventos celulares e moleculares necessários para a aquisição da competência de desenvolvimento embrionário e seu impacto na 

criotolerância. Etapas interligadas (setas azuis tracejadas, da esquerda para a direita) para produzir in vitro embriões de qualidade e com sucesso na 

criopreservação. Efeitos ambientais e genéticos na aquisição de competência embrionária (caixa preta). Variáveis associadas à produção in vitro de embrião 

de qualidade (caixa dourada, em detalhes blastocistos PIV frescos com ótima qualidade). O sucesso na retomada do desenvolvimento após os efeitos da 

criopreservação e da técnica de criopreservação (caixa verde, em detalhes blastocistos PIV expandidos após o aquecimento). Todos os eventos (caixa preta, 

dourada e verde) impactam no sucesso da criopreservação embrionária. Fonte: Marsico et al., 2019. 
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Nesse sentido, o desafio embrionário in vitro se eleva, pois o embrião deve se 

desenvolver sob condições que mimetizam o ambiente in vivo (Wrenzycki, 2016). 

Quando avaliados, dados disponíveis na literatura, percebe-se que apesar de 80-90% dos 

oócitos, submetidos a maturação, apresentarem a completa maturação nuclear (quebra 

da vesícula germinativa) apenas 80% passa pelo processo de clivagem após a 

fertilização. E apenas 20-40% dos oócitos maturados se desenvolvem até o estágio de 

blastocisto (Rizos et al., 2008b; Wrenzycki and Stinshoff, 2013). O ambiente in vitro 

pode influenciar o metabolismo embrionário, a composição e distribuição lipídica, os 

transcritos e seus produtos sintetizados para suprir o desenvolvimento embrionário 

inicial (Lonergan et al., 2006b; Rizos et al., 2002; Sudano et al., 2016). E dessa maneira, 

interfere no fenótipo embrionário, nos resultados de prenhez e na criopreservação de 

embriões PIV (Marsico et al., 2019).  

A criopreservação é a biotecnologia de conservação em nitrogênio (N2), com o 

objetivo de manter as células em estado de quiescência, prolongar a viabilidade durante 

longos períodos de tempo. Assim, possibilita a melhor utilização das células 

criopreservadas. Na reprodução assistida, abrange o congelamento de células 

germinativas primordiais, gametas e embriões. Portanto, é considerada uma estratégia 

para superar problemas logísticos associados à transferência de um grande número de 

embriões frescos e, principalmente, para a expansão da comercialização de embriões 

entre países (Sudano et al., 2013). Apenas embriões PIV considerados de alta qualidade 

são recomendados para a criopreservação, pois apresentam melhores resultados de 

viabilidade após o aquecimento em protocolos de transferência direta (Ferré et al., 

2020b).  

A criopreservação de embriões (PIV) pode ser um alicerce para a expansão 

comercial da PIV, visto que a crescente busca pelo uso de embriões PIV amplifica a 

necessidade de biotecnologias que facilitem o manejo e aperfeiçoem os custos (Ferré et 

al., 2020b; Marsico et al., 2019). Nos últimos dados de produção embrionária global, 

divulgados pela IETS, pode se observar um aumento no número de embriões PIV 

bovinos criopreservados de 26,8% em 2018 para 43,9% em 2019 (Viana, 2019a). 

Entretanto embriões PIV submetidos a essa biotecnologia ainda não apresentam bons 

índices de prenhez devido à baixa criotolerância (B. V. Sanches et al., 2017) 
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No Brasil, a maioria dos embriões produzidos in vitro ainda é transferida a 

fresco, porém o percentual de congelados segue tendência de crescimento (Fig. 3), e 

dentre os embriões produzidos in vivo, o congelamento é a opção preferencial (Vianna, 

2020). Apesar de, o congelamento lento ser o método mais utilizado para embriões 

produzidos in vivo, a vitrificação mostra-se uma alternativa para embriões PIV. Quando 

são comparados os resultados de criotolerância e prenhez de ambos os procedimentos, 

considerando-se o método de produção, embriões in vivo apresentam resultados 

similares, tanto para congelamento lento quanto vitrificação (Van Wagtendonk-de 

Leeuw et al., 1997). Contudo, embriões PIV apresentam resultados mais satisfatórios 

com a vitrificação (Mucci et al., 2006). 

Figura 3. Proporção de transferências de embriões bovinos criopreservados no período 

de 2000-2019, de acordo com a origem do embrião (derivado in vivo [DIV] ou produzido in vitro 

[PIV]). Dados disponibilizados pela Sociedade Internacional de Tecnologia de Embriões (IETS) 

https://www.iets.org/comm_data.asp?autotry Acesso em fevereiro, 2020). 

 

A menor criotolerância de embriões PIV é a principal razão para a maioria das 

transferências embrionárias serem realizadas a fresco (Ferré et al., 2020b). Essa 

fragilidade a criopreservação é fortemente associada a fatores intrínsecos de sistemas de 

cultivo utilizados. Alguns componentes protéicos, presentes nas formulações, interferem 

https://www.iets.org/comm_data.asp?autotry
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no metabolismo embrionário prejudicando a qualidade celular. Além disso, não 

fornecem segurança sanitária suficiente para a comercialização internacional (Abe et al., 

2002a; Rizos et al., 2008a, 2003).  

A crioinjúria é altamente variável e dependente da espécie, estádio de 

desenvolvimento e origem do embrião (produzido in vivo ou in vitro) no momento da 

criopreservação (Dalcin, L; Lucci, 2010). Recentemente o trabalho de Férre et al. 

(2020b) demonstrou uma grande variabilidade sobre a sobrevivência de embriões PIV 

criopreservados e o sucesso na prenhez, entre os dados disponíveis na literatura.  

As diferenças no comportamento celular e molecular, entre embriões PIV e 

embriões produzidos in vivo, podem explicar à baixa criotolerância da PIV. Visto que 

condições subótimas na produção in vitro afetam o oócito e o embrião não apenas 

morfologicamente, mas também fisiologicamente. Alguns fatores são apontados como 

responsáveis pela fragilidade ao congelamento de embriões: (a) sistema de produção 

(formulação de meio semi-definido ou definido, presença de fatores de crescimento, 

aditivos naturais e/ou sintéticos, presença de monocamada de células somáticas 

heterólogas ou autólogas) e (b) ambiente de produção (densidade embrionária, 

condições atmosféricas, cultivo sequencial ou frequência na mudança de meio). Nesse 

sentido algumas estratégias em estudo como o metabolismo embrionário, o conteúdo 

lipídico do citoplasma, a velocidade de divisão celular, a compactação da mórula e a 

expressão gênica são utilizados como ferramenta de definição para a qualidade do 

embrião, a competência de desenvolvimento e a criotolerância (Ferré et al., 2020b). 

 

2.2.A influência do meio de cultivo na qualidade embrionária  

No oviduto materno ocorre a fertilização e o desenvolvimento embrionário 

inicial, devido à capacidade desse microambiente suportar a embriogênese, oferecendo 

nutrientes, fatores de crescimento, antioxidantes, proteases e outros fatores importantes 

para a viabilidade de gametas e embriões. A estrutura celular desse órgão reprodutivo 

permite o transporte de embriões até o útero e auxilia em mecanismos de proteção 
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embrionária frente ao sistema imune materno (Li and Winuthayanon, 2017; Rizos et al., 

2002).  

Dessa maneira, o sistema de cultivo embrionário, utilizado na reprodução 

assistida, mostra-se um divisor no estabelecimento da competência embrionária, pois 

tem efeito significativo no metabolismo celular (Khurana and Niemann, 2000; Rizos et 

al., 2002), na composição, qualidade e sinalização lipídica (Sudano et al., 2016), na 

expressão gênica (Lonergan et al., 2006b). Contudo a diversidade de meios utilizados, 

comercialmente, remete a uma característica embrionária que protagoniza sua utilização 

nas biotecnologias reprodutivas: a plasticidade, ou seja, a capacidade de buscar a 

―competência‖, a ―sobrevivência‖ mesmo em meios que não suprem ou exacerbam suas 

necessidades fisiológicas (Khurana and Niemann, 2000; Lonergan et al., 2003a). 

 A capacidade de mudança nos parâmetros de consumo energético, conforme a 

fonte de nutriente disponível é um exemplo de plasticidade (Gardner et al., 2000; 

Gardner and Leese, 1988). Contudo essa característica pode acarretar alguns prejuízos à 

prole, através de anomalias. Em bovinos a síndrome da prole grande (McEvoy et al., 

2000) e em humanos o sobrepeso ao nascimento (Li and Winuthayanon, 2017). Em 

bovinos essa anomalia é associada a uma fonte protéica utilizada durante o cultivo, o 

SFB, sendo caracterizada pelo tamanho anormal fetal e da placenta, aumento da 

miogênese, distocia, atividade pulmonar neonatal anormal e aumento da mortalidade 

pós neonatal (McEvoy et al., 2000; Walker et al., 1996).   

O SFB também é associado ao aumento de gotas lipídicas citoplasmáticas e 

redução na criotolerância (Abe et al., 2002b). Acredita-se que as lipoproteínas presentes 

possam ser absorvidas pelas células embrionárias (Sata et al., 1999), e que o SFB altera 

o funcionamento da β–oxidação mitocondrial (Abe et al., 2002b). A utilização dessa 

fonte protéica tem forte correlação com altas taxas de produção de blastocistos (Holm et 

al., 1999). Contudo, recentemente meios livre de SFB vem mostrando resultados de 

produção similares, encorajando o aprimoramento de meios de cultivo substitutos ao 

SFB que viabilizem uma produção embrionária de qualidade e com menos aspectos 

negativos e a incorporação embrionária a novos mercados (Ferré et al., 2020b; Moreno 

et al., 2015; Stroebech et al., 2015). 



28 

 

A qualidade e a habilidade de desenvolvimento em embriões são variáveis 

importantes associadas à criotolerância e ao estabelecimento da prenhez, as quais 

podem ser compreendidas pela competência molecular e morfofuncional embrionária 

(Marsico et al., 2019). Em embriões PIV essas variáveis sofrem forte influencia após a 

fertilização nas condições de cultivo e na composição do meio de cultivo (Tabela 1) 

(Enright et al., 2000; Lonergan et al., 2006b; Ramos-Ibeas et al., 2019; Thompson et al., 

2007).  

Tabela 1. Prováveis efeitos de diferentes estressores durante o cultivo de embriões produzidos in 

vitro em diferentes espécies. Fonte: Ramos-Ibeas et al., 2019. 

Estressores Espécies Efeitos Referências 

Amônia 

Camundongo Taxas e qualidade de 

blastocisto reduzida, 

metabolismo e expressão 

gênica alterados 

Gardner, Hamilton, 

McCallie, Schoolcraft, 

and Katz‐Jaffe (2013); 

Lane and Gardner 

(2003) 

Vaca Taxas de blastocistos 

reduzidas 

Hammon, Wang, and 

Holyoak (2000) 

Humano Atraso na clivagem, 

alterações no metabolismo 

taxa de blastocistos e 

expressão gênica 

Gardner et al. (2013); 

Virant‐Klun et al. 

(2006) 

Soro 

Camundongo Redução na implantação, 

alterações na expressão 

gênica, desenvolvimento 

fetal anormal e 

transgeracional efeitos 

Calle, Miranda et al. 

(2012); 

Fernandez‐Gonzalez et 

al. (2004); 

Fernández‐González et 

al. (2009) 

Vaca Alterações na expressão 

gênica, síndrome da prole 

grande 

Heras et al. (2016); 

Young Sinclair and 

Wilmut (1998) 

Humano Alterações lipídicas nos 

blastômeros 

Gardner and Kelley 

(2017) 
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Oxigeno 

Atmosférico 

Camundongo Redução na velocidade de 

desenvolvimento, taxa de 

blastocisto, número de 

células embrionárias, taxa 

de implantação e aumento 

de espécies reativas de 

oxigênio e marcadores 

apoptóticos e efeitos no 

trascriptoma 

Ciray et al. (2009); Ma 

et al. (2017); Rinaudo 

et al. (2006) 

Vaca Redução na taxa de 

blastocistos e número de 

células e efeitos no 

trascriptoma e epigenoma 

Li et al. (2016); 

Rodina, Cooke, 

Hansen, and Ealy 

(2009); Thompson, 

Simpson, Pugh, 

Donnelly, and Tervit 

(1990) 

Humano Redução na taxa de 

blastocisto, número de 

células e gestação e efeitos 

no trascriptoma 

Catt and Henman 

(2000); Dumoulin et 

al. (1999); Kirkegaard, 

Hindkjaer and 

Ingerslev (2013); 

Kovacic and 

Vlaisavljevic (2008); 

Mantikou et al. (2016); 

Waldenstrom et al. 

(2009) 

Cultivo de único  

embrião 

Camundongo Redução na taxa de 

blastocisto, número de 

células embrionárias 

Dai, Xu, Wang, Sun, 

and Chian (2012); 

Melin et al. (2009) 

Vaca Redução na taxa de 

blastocistos e numero de 

celulas embrionarias, 

aumento de apoptose 

Wydooghe et al. 

(2014) 

Humano Efeitos na formação e 

qualidade do blastocisto e 

Ebner et al. (2010); 

Moessner and Dodson 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/mrd.23119#mrd23119-bib-0182
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/mrd.23119#mrd23119-bib-0182
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taxa gestacional  (1995); 

Rebollar‐Lazaro and 

Matson (2010) 

 

Por essa razão algumas estratégias não invasivas para aumentar a qualidade 

embrionária (e a criotolerância) incluem: adequada tensão de oxigênio (Bavister, 2004), 

baixas concentrações de SFB (Gómez et al., 2008; Murillo et al., 2017); formulações de 

meios definidos (Duque et al., 2003; Moreno et al., 2015); o uso de agentes delipidantes 

(Held-Hoelker et al., 2017; Sanches et al., 2013; Takahashi et al., 2013); o uso de 

células epiteliais do oviduto bovino (CEOB) (Lopera-Vasquez et al., 2017); 

Essas abordagens remetem aos motivos de resultados de produção embrionária 

in vitro ainda se mostrarem  aquém do que produzimos in vivo, pois não se tem 

estabelecido condições in vitro compatíveis com todas as necessidades fisiológicas de 

gametas e embriões. E nesse sentido a caracterização dos fatores que interferem na 

competência embrionária auxilia a sustentação da produção de meios de cultivo 

compatíveis com a produção em larga escala de blastocistos capazes de estabelecer a 

prenhez e de ampliar o uso de biotecnologias, como a criopreservação (Ferré et al., 

2020a; Marsico et al., 2019; Wrenzycki, 2016).  

 

2.3. Avaliação celular e molecular de viabilidade embrionária. 

 

2.3.1.Número total de células e Porcentagem de apoptose em embriões PIV 

A viabilidade/qualidade embrionária na PIV são características importantes para 

o sucesso da criopreservação e ao estabelecimento da prenhez. A compreensão de 

características moleculares e morfofuncionais de blastocistos auxilia no aprimoramento 

de biotecnologias reprodutivas (Maddox-Hyttel et al., 2019; Marsico et al., 2019; 

Sudano et al., 2011). Os efeitos da criopreservação em embriões reduzem as taxas de 
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sobrevivência após o aquecimento devido aos danos morfológicos e funcionais 

ocorridos durante o processo (Valente et al., 2020). 

Dentre as características morfofuncionais utilizada para seleção embrionária à 

avaliação recomendada dela International Embryo Transfer Society - IETS é 

amplamente utilizada na rotina da PIV (Bó and Mapletoft, 2013). Contudo sabe se que 

apenas essa avaliação não é capaz de diagnosticar problemas durante o cultivo (L 

Vandaele and Van Soom, 2011). Outra ferramenta utilizada para avaliar a qualidade 

embrionária é a contagem do número total de células e porcentagem de células em 

apoptose (Jacobson et al., 1997; Maddox-Hyttel et al., 2019; Räty et al., 2011). O 

número de células embrionárias durante o desenvolvimento inicial sustenta o 

desenvolvimento fetal normal, pois é correlacionado com o estabelecimento e 

manutenção da gestação (Lane, 1997). Além disso, em embriões PIV criopreservados o 

número total de células pode ser utilizado como ferramenta na seleção de embriões com 

capacidade de eclosão após aquecimento (Valente et al., 2020).  

A morte celular por apoptose é observada como uma característica normal em 

embriões PIV e embriões derivados in vivo (Hardy, 1997). Condições subótimas de 

cultivo, durante a PIV, podem gerar danos celulares incompatíveis com o 

desenvolvimento embrionário (L. Vandaele and Van Soom, 2011). O processo de 

criopreservação apresenta desafios térmicos, mecânicos, tóxicos e osmóticos ao 

embrião, que em resposta pode ativar mecanismos reguladores da sobrevivência celular 

(Byrne et al., 2004; Marsico et al., 2019; Sudano et al., 2014). Sendo a porcentagem de 

apoptose após o aquecimento importante indicador de qualidade embrionária, visto que 

aponta danos celulares. Além disso, influencia a capacidade de re-expansão de 

blastocistos bovinos (Valente et al., 2020). 
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2.4.Prenhez em embriões PIV  

O melhor método para determinar a competência embrionária no 

desenvolvimento de uma prole viável é a taxa de prenhez após a transferência 

embrionária (Hansen et al., 2010). O diagnóstico gestacional em ruminantes é a 

ferramenta utilizada para direcionar o melhor manejo reprodutivo em fazendas e 

geralmente é realizado por ultrassonografia aos 28-32 dias da transferência embrionária 

(Hansen et al., 2017). A presença de resultados de taxa de prenhez em estudos de 

sistemas de produção in vitro auxilia o aprimoramento da biotecnologia, tornando a 

pesquisa mais próxima dos objetivos reprodutivos da pecuária. Contudo, é um resultado 

escasso em trabalhos disponíveis, pois a utilização do resultado gestacional demanda 

um número suficiente de ensaios para se mostrar confiável, o que necessita maior 

investimento técnico e econômico (Hansen et al., 2010; Serapião et al., 2005). Na 

literatura observa se que embriões PIV a fresco apresentam uma taxa de prenhez entre 

30-40% (Block et al., 2009; Murillo et al., 2017). Quando a taxa de prenhez é avaliada 

após o aquecimento, diferentes variáveis presentes nos estudos, não permitem a 

comparação, mas evidencia o quanto a falta de dados homogêneos sobre a taxa de 

prenhez de embriões PIV criopreservados pode desacelerar o sucesso da 

criopreservação (Ferré et al., 2020b). 

2.5.Análise transcricional em embriões PIV  

A análise molecular auxilia na caracterização e seleção de embriões de 

qualidade, pois reflete o estado funcional e fisiológico embrionário (Marsico et al., 

2019). Em embriões PIV o padrão transcricional é drasticamente alterado devido ao 

sistema de produção in vitro (Lonergan et al., 2006a; Rizos et al., 2008b). A análise da 

expressão gênica possibilita a identificação de genes importantes para o 

desenvolvimento inicial. Além disso, pode transparecer as alterações que um ambiente 

subótimo de cultivo oferece aos embriões, visto que a plasticidade embrionária 

possibilita ao embrião tentar se adaptar ao ambiente estressor. Em longo prazo 

alterações fetais e pós-natal são frequentemente associadas a distúrbios no padrão de 
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expressão gênica e de metabolismo, durante a fase de blastocisto (Leese, 2002; 

Lonergan et al., 2006a; Rizos et al., 2008b).  

A expressão gênica tem importante função na coordenação de mecanismos 

homeostáticos e metabólicos durante a vida. O controle rigoroso durante a fase de pré-

implantação é fundamental devido aos importantes processos biológicos que ocorrem 

no período (Lonergan et al., 2006a). Análise transcricional de blastocistos, competentes 

ao desenvolvimento da prenhez, mostra-se diferente de não competentes, sendo vias 

relacionadas à resposta celular ao estresse e a sobrevivência celular bastante afetada em 

embriões pouco competentes (Zolini et al., 2020).  Zolini et al. (2020) demonstraram 

617 genes diferencialmente expressos em embriões que sobreviveram até o primeiro 

diagnóstico gestacional (30 dias) em relação aos que não sobreviveram. A 

caracterização de um perfil transcricional favorável ao estabelecimento e manutenção da 

gestação tem potencial para ser utilizado como marcador de competência embrionária 

(Marsico et al., 2019). 

A compreensão das vias moleculares afetadas auxilia na identificação e no 

controle de estressores durante a produção in vitro, melhorando a produção de embriões 

de qualidade e proles saudáveis (Lonergan et al., 2006a; Marsico et al., 2019; Ramos-

Ibeas et al., 2019). O metabolismo lipídico embrionário é bastante afetado durante o 

cultivo. O perfil transcricional em conjunto com outras ferramentas de avaliação lipídica 

(conteúdo lipídico, morfometria lipídica e analise da qualidade lipídica) pode evidenciar 

alterações em genes envolvidos no metabolismo lipídico. Essa análise conjunta auxilia 

na compreensão de importantes mecanismos celulares que podem afetar a competência 

e criotolerância de embriões PIV (Lanzarini et al., 2021; Sudano et al., 2014; Sudano et 

al., 2016). Recentemente foi demonstrado que o bloqueio transitório da expressão da 

ELOVL5 reduz a expressão de espécies especificas de lipídios e aumenta a deposição 

de gotas lipídicas no citoplasma embrionário, o que pode influenciar na criotolerância 

(Lanzarini et al., 2021). 

A criopreservação altera a expressão gênica devido ao desafio celular (osmótico, 

térmico, químico-físico)  (Gupta et al., 2017). Dessa forma a literatura apresenta genes 

diferencialmente expressos entre embriões PIV frescos e vitrificados (de Oliveira Leme 

et al., 2016). A eficiência da análise molecular é sugerida por meio da comparação da 
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expressão gênica entre embriões congelados e vitrificados. Apesar da avaliação 

morfológica não demonstrar importantes diferenças entre os embriões, os genes 

diferencialmente expressos apontam os diferentes desafios moleculares entre as técnicas 

e sugerem melhores resultados associados à vitrificação em embriões PIV (Stinshoff et 

al., 2011).  Recentemente Marsico et al. (2020) demonstraram através da analise do 

perfil transcricional que embriões com alta e baixa criotolerância apresentam distinto 

perfil transcricional, pois provavelmente desenvolvem diferentes estratégias para 

superar os desafios durante a criopreservação. 

 

2.6.O papel dos lipídios na qualidade embrionária à criopreservação 

Os lipídios são importante fonte de energia, durante o desenvolvimento celular, 

participam ativamente de vias de metabolismo energético embrionário (Hu and Yu, 

2017). Ademais, são biomoléculas celulares essenciais na composição da membrana 

plasmática de varias organelas (Di Paolo and De Camilli, 2006). Na reprodução os 

lipídios participam do ―cross-talk‖ durante o estabelecimento da prenhez, pois possuem 

importante papel na sinalização e coordenação de eventos biológicos por meio de 

lipídios mediadores como fosfatidilinositóis, esfingolipídios e eicosanoides (Di Paolo 

and De Camilli, 2006; Wang and Dey, 2005).  

Devido à complexibilidade da função lipídica, no desenvolvimento celular, 

mostra-se importante a utilização de diferentes ferramentas para a análise lipídica 

celular, averiguando então, a quantidade e qualidade dessas biomoléculas para a 

obtenção de resultados satisfatórios no esclarecimento de suas ações durante o 

desenvolvimento embrionário e a criopreservação (Abe et al., 2002a; Ferreira et al., 

2010; López-Damián et al., 2018a; Sudano et al., 2012).  

As gotas lipídicas são componentes celulares que mantém a viabilidade celular 

durante a criopreservação (López-Damián et al., 2018b). E em embriões PIV,produzidos 

na presença de SFB, observa se um acúmulo lipídico exacerbado o qual é fortemente 

correlacionado com a menor criotolerância (Abe et al., 2002b). Recentemente, estudos 

têm demonstrado que não apenas a quantidade, mas sim a morfometria (quantidade, 
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tamanho, morfologia e composição) e organização das gotas lipídicas confere diferente 

propriedade celular e sensibilidade a criopreservação (López-Damián et al., 2018b; 

Seidel, 2006; Suzuki et al., 2011). Esses achados refletem o papel fisiológico das gotas , 

visto que são organela ativas, que respondem as mudanças celulares, alterando seu 

número, tamanho e composição para garantir a manutenção da homeostase lipídica 

(Khor et al., 2013; Thiam and Beller, 2017). 

O perfil lipídico (composição e estruturação de fosfolipidios) estabelece as 

propriedades físico-químicas da membrana celular determinantes para a viabilidade 

após a criopreservacao: fluidez, permeabilidade e comportamento térmico (Leão et al., 

2014; Sudano et al., 2012; Tata et al., 2013; Van Meer et al., 2008). Em embriões 

bovinos o sucesso na criopresevação é afetado pela composição lipidica. Os lipidios de 

membrana: fosfatidilcolinas (PCs) e esfingomielinas (SMs) possuem importante função 

na manutenção da membrana durante o congelamento (Leão et al., 2017; Sudano et al., 

2012). Os constituintes proteícos das formulações de meio de cultivo podem afetar 

negativamente  a composição da membrana plasmática embrionária, através da 

incorporação de ácidos graxos saturados e colesterol, resultando em uma membrana 

menos permeável e mais rígida, explicando a susceptibilidade do embrião PIV à 

criopreservação (Barceló-Fimbres and Seidel, 2007; Rizos et al., 2008b). Dessa forma a 

análise do perfil lipídico em embriões PIV pode ser utilizada como potencial marcador 

de criotolerância em embriões bovinos (Leão et al., 2017). 
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3.HIPÓTESE 

Esta dissertação tem por hipótese que as formulações de meio de cultivo A e B, 

livres de SFB, produzem embriões com melhor viabilidade celular, características 

lipídicas e perfil transcricional, refletindo positivamente na produção e criotolerância de 

embriões e taxa de prenhez de embriões PIV transferidos. 

4.OBJETIVOS 

Objetivo geral: Avaliar o efeito de diferentes formulações de meios de cultivo 

livres de SFB e suplementadas com  meio A ou B, sobre a criotolerânica de embriões 

bovinos produzidos in vitro (PIV). 

 

4.1.Objetivos específicos:   

1. Avaliar os efeitos de diferentes formulações de meios de cultivo na produção 

embrionária bovina in vitro. 

2. Quantificar o conteúdo lipídico de embriões oriundos dos diferentes grupos 

experimentais com a utilização da coloração de Sudan Black. 

3. Avaliar a morfometria de gotas lipídicas de embriões oriundos dos diferentes 

grupos experimentais com a utilização da avaliação morfomêtrica com o Image J. 

4. Avaliar o perfil lipídico dos diferentes grupos experimentais produzidos in 

vitro utilizando como perfil referência embriões produzidos in vivo. 

5. Avaliar número total de células (Image J) e porcentagem de células em 

apoptose pela técnica de TUNEL (Image J) dos referidos grupos após a 

vitrificação/aquecimento dos embriões. 

6. Avaliar a criotolerância embrionária dos referidos grupos após a 

vitrificação/aquecimento dos embriões por meio da observação da taxa de eclosão 12h 

após o aquecimento. 
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7. Identificar genes relacionados ao desenvolvimento embrionário, apoptose, 

metabolismo lipídico e a estrutura de membrana plasmática. 

8. Avaliar a competência embrionária, do meio controle e meio MB, através do 

estabelecimento da prenhez com o diagnóstico de gestacional aos 45 dias após 

transferência embrionária. 
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5.CAPÍTULO 1- ARTIGO CIENTÍFICO 

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a forma 

de artigo científico. As seções: material e métodos, resultados, discussão e referências 

estão descritas no próprio manuscrito, o qual será submetido para publicação no 

periódico Theriogenology.  

O manuscrito ―In vitro evaluation of a novel culture medium for the enhanced 

cryo-survival of embryos in a large-scale in vitro bovine embryo production program‖, 

já preparado na língua inglesa, foi adequado conforme sugestões da banca examinadora, 

desse documento de dissertação.  

A subtração do manuscrito no documento, em PDF, foi para se precaver de conflitos 

com editora. O formato impresso, entregue a Universidade Federal do Pampa- 

Uruguaiana –RS, apreciará do manuscrito, após o período de cinco anos a partir da data 

de entrega da dissertação.  
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6.CONCLUSÃO 

A maior sensibilidade de embriões PIV a criopreservação pode ser 

compreendida através da caracterização lipídica em conjunto com outras técnicas de 

biologia molecular, como as utilizadas neste trabalho. Dessa forma, destacam a 

importância da compreensão dos mecanismos lipídicos envolvidos na criotolerância, em 

consequência ao meio de cultivo. Esse direcionamento na pesquisa auxilia no 

aprimoramento das formulações utilizadas na PIV e impulsiona outras biotecnologias 

como a criopreservação, a qual é capaz de exponenciar a produção e a exploração 

comercial da PIV. 

O presente trabalho investigou a eficácia de formulações (MA e MB) 

aprimoradas para a produção de embriões criotolerantes e competentes no 

estabelecimento da prenhez.  Constatou-se que o uso da formulação MB favorece a 

produção de embriões PIV, com características lipídicas próximas a embriões 

produzidos in vivo, com morfometria lipídica favorável a criopreservação, contudo sem 

demonstrar diferença no conteúdo lipídico em relação aos demais. O que ressalta a 

importância de um estudo multidirecional em relação aos lipídios embrionários pra 

facilitar a compreensão da ação de formulações de cultivo em características 

importantes para a qualidade e competência embrionária. 

 Além disso, o perfil transcricional de embriões MB apresenta poucas alterações, 

sugerindo um menor dano ao metabolismo lipídico causado pelas condições da 

formulação. O meio MB mostrou sua eficiência na produção, na viabilidade celular, na 

criotolerância e na competência em estabelecer a prenhez em relação ao grupo controle. 

E por essa razão acreditamos que a formulação MB melhora a criopreservação sem 
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afetar a competência no desenvolvimento embrionário e o estabelecimento da prenhez 

podendo ser utilizado em larga escala na PIV. 
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