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RESUMO 

ACCORSI, M.F. Avaliação de embriões bovinos cultivados in vitro na 

presença de ácidos graxos e sua sobrevivência pós-criopreservação. 

2008. 77 f. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Zootecnia e Engenharia 

de Alimentos, Universidade de São Paulo, Pirassununga, 2008. 

Tendo em vista a possibilidade de que a adição de ácidos graxos ao 
meio de cultivo embrionário aumente a sobrevivência ao congelamento, a 
proposta deste trabalho foi avaliar o efeito da adição de quatro ácidos graxos 
isoladamente ao meio de cultivo, dois do grupo ômega 6 (ácido linoléico e 
ácido linoléico conjugado) e dois do grupo ômega 3 (ácido eicosapentaenóico 
e ácido docosahexaenóico), na produção de embriões, no número de células, 
na quantidade de lipídeos, na taxa de re-expansão da blastocele após 48 
horas de cultivos pós-descongelamento, na taxa de eclosão pós-
descongelamento e na taxa de gestação. Para tal, os oócitos bovinos colhidos 
de ovários de vacas abatidas foram maturados, fecundados e cultivados in 
vitro em atmosfera de 5% CO2 em ar, à 38,8°C e máxima umidade. No 
cultivo, foi adicionado isoladamente um destes ácidos graxos, e foram 
avaliadas a taxa de clivagem, e a produção de embriões no sétimo e oitavo 
dia de cultivo. No sétimo dia, os blastocistos expandidos foram congelados 
com 1,5M de etileno glicol. Eles permaneceram nesta solução por 9 minutos 
antes de serem envasados e seguirem para a maquina de congelamento 
numa taxa de resfriamento de 0,5°C/minuto até chegarem à temperatura de 
-32°C. Dos embriões que foram congelados, alguns seguiram para o 
descongelamento e voltaram para o cultivo in vitro para avaliação da re-
expansão e taxa de eclosão pós-descongelamento. Outros foram transferidos 
para receptoras sincronizadas para avaliação da taxa de gestação. Outros 
grupos de embriões permaneceram até o oitavo dia de cultivo e foram 
corados com Hoechst 33342 para contagem dos núcleos, e corados com Nile 
Red para avaliação do conteúdo total de lipídeos. Em geral, a adição isolada 
de ácidos graxos do grupo ômega 6 (CLA e LA) na produção in vitro de 
embriões bovinos aumentou a taxa de sobrevivência ao congelamento 
(criotolerância), no entanto, não houve um aumento no número de células, 
nem diferença no conteúdo total de lipídeos nos embriões analisados. A taxa 
de gestação também não diferiu estatisticamente entre os grupos testados in 
vivo, porém foi observado um aumento de 200% na taxa de gestação dos 
embriões cultivados na presença de CLA. Novos estudos devem ser 
desenvolvidos para comprovar o efeito do aumento da criotolerância e 
melhorias nas taxas de gestações dos embriões, além de estudos da 
composição de lipídeos nos embriões e membranas. 
 
 
 
 
Palavras chaves: ácidos graxos, embriões bovinos in vitro, criopreservação. 
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ABSTRACT 

ACCORSI, M.F. Assessment of bovine embryos grown in vitro in the 

presence of fatty acids and their survival after cryopreservation. 2008. 

77 f. Dissertation – Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, 

Universidade de São Paulo, Pirassununga, 2008. 

In the view of the possibility that the addition of fatty acids in the embryo 
growing medium increase the survival rate after cryopreservation, this study 
was proposed to evaluate the effect of the addition of four fatty acids in 
culture medium, two of the omega 6 group (linoleic acid and conjugated 
linoleic acid) and two of the omega 3 group (eicosapentainoic acid and 
docosahexaenoic acid), in the rate of production of blastocysts, blastocyst 
cell number, blastocyst amount of lipids , re-expansion of blastocele rate 
after 48 hours of culture post-thaw, post-thaw hatching rate and pregnancy 
rate. The oocytes obtained by punction of slaughterhouse cows were 
matured in vitro, fertilized in vitro and cultured in vitro in an atmosphere of 
5% CO2 in air, to 38,8°C and maximum moisture. Fatty acids were 
supplemented individually and cleavage rate and production of embryos in 
the seventh and eighth days of culture were assessed. On seventh day, the 
expanded blastocysts were frozen with 1.5M of ethylene glycol. They 
remained in this solution for nine minutes before introduction in a straw 
followed and then in a freezing machine with a chilling rate of 0,5°C/minute 
until temperature of -32°C. Frozen embryos were then divide in two groups: 
one was thawed and returned to in vitro culture in other to assess the re-
expansion and post-hatching rate, and other was transferred to 
synchronized recipients to assess the pregnancy rate. Another unfreezed 
group of embryos were stained with Hoechst 33342 for counting the nuclei, 
or stained with Nile Red to estimate the lipids contents. In general, the 
addition of fatty acids omega 6 group (LA and CLA) increased the survival 
rate to the freezing (cryotolerancy), however, there was no increase in the 
number of cells, or difference in the lipids contents. In the CLA treated 
embryos, the pregnancy rate of the freezed embryos did not differ from 
groups tested in vivo, but there was a 200% increase in the pregnancy rate. 
Further studies should be developed to prove the improvements in the rates 
of pregnancies of omega 6 treated embryos, besides a study of the 
composition of lipids of embryos and membranes should be conducted.          
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 INTRODUÇÃO 

 

A criopreservação de embriões facilita e sofistica o comércio de animais 

principalmente provenientes de linhagens de alto padrão genético e de 

grande expressão econômica e científica (DE BEM et al., 1995; LÔBO et al, 

1996). 

A produção em larga escala de embriões bovinos produzidos in vitro é 

dependente da produção de um grande número de embriões de alta 

qualidade. Embora a produção in vitro de embriões bovinos seja muito 

difundida e empregada há algumas décadas, a eficiência da técnica ainda é 

pouco satisfatória, e apenas cerca de 40% dos oócitos maturados in vitro 

atingem o estágio de blastocisto. Mais importante, quando estes blastocistos 

obtidos in vitro são submetidos à criopreservação, a eficiência média do 

processo baixa ainda mais e a taxa de gestação pós-descongelamento é 

menor que 10% apresentando variações de resultados.  

A alta sensibilidade dos embriões derivados in vitro para 

criopreservação pode ser justificada por diferenças morfológicas, celulares, 

metabólicas e fisiológicas entre as duas categorias de embriões (LEIBO e 

LOSKOTOFF, 1993; RIZOS et al., 2002, 2008). 

Tendo em vista que embriões produzidos in vivo são criopreservados 

com sucesso, possivelmente, a baixa eficiência do método está relacionada 

às condições sub-ótimas de cultivo, desde a maturação até o 

desenvolvimento embrionário in vitro (NIEMANN, 1995; SEIDEL, 2006; 

LONERGAN et al., 2006). 

Um dos problemas patentes do desenvolvimento embrionário in vitro 

é a síntese ou o acúmulo excessivo de lipídios no citoplasma dos embriões 

induzido pela presença de soro fetal bovino (SFB) e outros componentes no 

meio de cultura (SHAMSUDDIN e RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1994; ABE et al., 

1999; PEREIRA et al., 2008a,2008b). É descrito que o excesso lipídico pode 

causar alteração na fluidez e função da membrana plasmática ou danos ao 

citoesqueleto e às junções célula-célula. Visando contornar estes efeitos 
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prejudiciais, pesquisadores procuraram desenvolver sistemas de cultivo livre 

de soro e de ácidos graxos onde o soro fetal é substituído pela albumina 

bovina fração livre de ácidos graxos (FERGUSON e LEESE, 1999) ou meios 

suplementados com agentes antioxidantes como a Vitamina E que diminuem 

o impacto do oxigênio sobre os lipídeos (REIS et al., 2002). 

A remoção do SFB dos meios de cultivo é uma alternativa inviável, 

que encerra uma grande dificuldade se associado à diminuição da taxa de 

oxigênio, quando se considera a produção em grande escala de embriões 

bovinos destinados à criopreservação, devido, principalmente, ao tempo 

necessário para retirar as células do cumulus, separadamente para o 

conjunto de complexos cumulus-oócito de cada doadora e seus 

acasalamentos. 

Uma alternativa para tentar diminuir o acúmulo de lipídeos nos 

embriões e influenciar pouco no processo como os embriões são produzidos, 

é a utilização dos ácidos linoléicos conjugados, também conhecidos como 

ácidos ruminóicos. Eles são um grupo de isômeros posicionais e geométricos 

do ácido linoléico produzido a partir da biohidrogenação bacteriana no 

rúmen (KEPLER et al., 1966). A partir do estudo pioneiro de Ha e 

colaboradores (PARIZA et al., 2001) demonstrando o efeito inibitório do ácido 

linoléico em neoplasias epidérmicas induzidas pelo benzeno-pireno em 

camundongos, diversos outros trabalhos têm salientado os efeitos biológicos 

e fisiológicos do uso de CLA, especialmente os isômeros cis-9; trans-11 (c-9;t-

11) e trans-10;cis-12 (t-10;c-12), onde, dentre os efeitos fisiológicos 

observados estão a diminuição da “massa” gordurosa do corpo com aumento 

da “massa” magra em murinos (PARK et al., 1999), redução do acúmulo 

lipídico durante a diferenciação de adipócitos humanos e murinos (BROMN 

et al., 2001; EVANS et al., 2001) e redução da síntese de gordura do leite em 

vacas em lactação que ingeriram CLA (BAUMGARD et al., 2002). 

Mais especificamente ficou demonstrado que a adição de uma mistura 

de isômeros de CLA ou a forma t-10;c-12 per-se inibe a expressão do mRNA 

de genes envolvidos na lipogênese durante a diferenciação dos adipócitos 

(GRANLUND et al., 2003). Finalmente os ácidos graxos como os ômegas 3 e 
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6, por exemplo, estão sendo estudados mais cuidadosamente em cultivos de 

células in vitro. Um trabalho realizado no Brasil aplicando estes suplementos 

demonstrou que a modificação do conteúdo de ácidos graxos altera o padrão 

de expressão gênica de leucócitos humanos (VERLENGIA et al., 2004). 

Os ácidos graxos e lipídios são contribuintes essenciais para a 

integridade estrutural, funcional e metabólica do embrião pré-implantação. 

Apesar desta importância, os ácidos graxos têm sido negligenciados como 

constituintes dos meios de cultivo dos embriões sendo a sua contribuição, 

positiva ou não, amplamente ignorada. 

Um estudo sobre a adição de ácido linoléico conjugado (CLA) ao meio 

de cultivo de embriões bovinos (PEREIRA et al., 2004) demonstrou um efeito 

positivo no aumento das taxas de sobrevivência embrionária pós-

criopreservação. Entretanto, os autores relatam seus resultados utilizando 

critérios morfológicos de re-expansão da blastocele pós-descongelamento, 

sem evidência de maior viabilidade in vivo do grupo tratado em relação aos 

embriões gerados em meio padrão. Esse mesmo grupo mostrou que a 

suplementação com CLA em meios de cultura na presença de SFB diminui a 

deposição de lipídeos no citoplasma dos embriões durante o cultivo in vitro e 

melhorou significativamente a resistência do embrião produzido in vitro à 

congelação. Neste trabalho foi avaliada da taxa de re-expansão da blastocele 

após descongelamento, e medida a quantidade de lipídeos (PEREIRA et al., 

2008a). 

Existe, portanto, a necessidade de caracterizar a contribuição dos 

ácidos graxos ao desenvolvimento embrionário in vitro, assim como 

assegurar que sua presença exerce um efeito benéfico no embrião. Esta 

dissertação teve o propósito de investigar os efeitos da adição de quatro 

ácidos graxos: ácido linoléico conjugado (CLA), ácido linoléico (LA), ácido 

eicosapentaenóico (EPA) e ácido docosahexaenóico (DHA) isoladamente aos 

meios de cultivo para produção de embriões. Para tanto, foram analisadas a 

taxa de desenvolvimento ao estádio de blastocisto e a qualidade dos mesmos 

(estimada pelo número de células), a concentração de lipídeos estimada pelo 

corante Nile Red, a viabilidade pós-descongelamento medida pela re-
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expansão da blastocele e a taxa de gestação aos 90 dias pós-transferência de 

embriões em receptoras sincronizadas.  

e os demais grupos não diferiram entre si. No trabalho de Tominaga 

et al. (2000), a contagem de núcleos utilizando o LAA e controle não diferiu 

(121,6 x 121,5 frescos, e 93,0 x 91,2 congelados, respectivamente). Garcia 

(2004), obteve um número de núcleos contados para os meios 

suplementados com SFB de 122,7, e meios cultivados sem SFB de 126,8. 

Assim, de modo geral, a adição de ácidos graxos não interferiu no número de 

células, onde somente o grupo EPA obteve resultados menores que os 

demais. Estes resultados implicam que o aumento na taxa de sobrevivência 

nos grupos suplementados com ômega 6 não é mediado por um aumento no 

número de células.   

Na técnica de coloração com o Nile Red, a quantidade de luz 

fluorescente emitida é correlacionada com o conteúdo lipídico. Ela é 

altamente sensível e tem repetibilidade (FERGUNSON e LEESE, 1999; KIM et 

al., 2001) onde um único oócito ou embrião pode ser analisado (GENICOT et 

al., 2005). Existem outras técnicas para medir o conteúdo lipídico, como a 

cromatografia gasosa, o HPLC, corante Sudan Black, porém cada uma 

analisa apenas parte do embrião, ou há a necessidade de utilização de vários 

embriões para um único resultado. 

A presença do soro no meio de cultivo de embriões acumula grandes 

gotas lipídicas e eletro densas, e seu conteúdo tem proporções significantes 

de triglicerídeos (ABE et al., 2002). Ferguson e Leese (1999), também 

relataram que o tipo de lipídeo mais acumulado durante o desenvolvimento 

de mórulas para blastocistos em culturas com SFB sãos os triglicerídeos.  

Para Sata et al. (1999), o acúmulo é de ácidos graxos saturados de 

cadeia longa como o ácido palmítico e esteárico. Mas a importância das gotas 

de lipídeos nos oócitos e embriões de mamíferos ainda permanece com dados 

insuficientes. 

Os resultados coletados de avaliação do conteúdo lipídico nos 

embriões não apresentaram diferenças significativas entre os grupos. Estes 

dados foram diferentes dos resultados obtidos por Pereira et al. (2007, 
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2008a) que afirmaram que o acúmulo de lipídeos é reduzido com a adição de 

CLA aos meios de cultivo com SFB. Os embriões neste caso foram 

classificados em magros, intermediários e gordos de acordo com as 

observações feitas sob microscópio aplicando a óptica de Nomarski. 

Leroy et al. (2005), avaliaram o conteúdo lipídico de oócitos e 

embriões com o corante Nile red, onde foi possível observar que mórulas 

cultivadas na presença de SFB emitiam uma maior quantidade de luz 

fluorescente que as cultivadas somente com a adição de BSA-FAF, e 

concluiram que a presença de SFB aumentou em 30% a quantidade de gotas 

lipídicas.  

Fergunson e Leese (1999) avaliaram o conteúdo de triglicerídeos em 

oócitos imaturos, maturados, embriões de duas células, e blastocistos 

cultivados com a presença ou ausência de SFB em atmosfera de 5% CO2, 5% 

O2 e 90% N2. A quantidade inicial nos oócitos é de 59ng, e depois da 

maturação in vitro passa para 46ng. Os embriões de duas células 

apresentaram 34ng, e os blastocistos eclodidos cultivados sem SFB 

mantiveram o valor próximo de triglicerídeos (33ng). Quando estes embriões 

foram cultivados na presença de soro, a quantidade de triglicerídeos foi de 

62 ng, onde concluíram que os triglicerídeos podem servir como fonte de 

energia durante os estágios iniciais (maturação e fecundação), e a presença 

do SFB causou ou uma síntese excessiva ou um acúmulo excessivo de 

triglicerídeos nos estágios mais avançados. Pois tem sido relatado que 

culturas de células de mamíferos facilmente incorporam os ácidos graxos do 

meio de cultivo. 

Em humanos (HAGGARTY et al., 2006), foram utilizados ácidos 

graxos marcados com C13, e estes após duas horas de cultivo com embriões 

de 8 células, foram incorporados nos triglicerídeos e nos fosfolipídeos. 

Embriões que de desenvolvem além do estágio de 4 células, possuem 

significativamente maiores concentrações de ácidos graxos insaturados e 

menores de saturados. Eles também concluíram que o ácido linoléico é mais 

importante nos estágios finais de desenvolvimento, e o acido palmítico nos 

estágios iniciais. O ácido linoléico estimula a proteína Kinase C que é crítica 
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no crescimento celular e diferenciação, e é o acido graxos que tem sido mais 

utilizado nos estudos de fertilidade animal.  

Segundo Mersmann et al. (2001), as respostas do CLA podem diferir 

entre as espécies devido ao padrão do metabolismo ser espécie-específico, 

tornando assim, a comparação de resultados delicada. É o mesmo que diz 

Pereira et al. (2008a), que o mecanismo de ação do trans-10, cis-12CLA não 

é totalmente esclarecido e os estudos in vitro e in vivo não estão sempre de 

acordo, possivelmente porque isômeros de CLA atuam em diferentes 

caminhos e com diferentes conseqüências quando administrados para 

diferentes espécies. 

Durante este estudo, foi desenvolvido um experimento piloto 

utilizando atmosfera controlada de 5% CO2, 5% O2 e 90% N2 onde os 

embriões tiveram suas células do cumulus totalmente removidas, e foram 

testados somente os grupos controle, CLA e LA suplementados com 1% de 

SFB. Paralelamente a este experimento, outros embriões foram produzidos 

como no processo padrão (5% CO2 em ar e com células do cumulus). No 

oitavo dia de cultivo foi avaliada a quantidade de lipídeos dos embriões nas 

duas atmosferas testadas. A quantidade de lipídeos medida pela intensidade 

de fluorescência foi diferente estatisticamente dentro do grupo LA, ou seja, 

os embriões produzidos com a adição de LA em atmosfera controlada 

apresentaram uma menor quantidade de lipídeos que os embriões do mesmo 

grupo produzidos em atmosfera de 5% CO2 em ar. Os embriões do grupo 

CLA e do controle também apresentaram uma redução na quantidade de 

lipídeos quando a atmosfera de O2 foi reduzida para 5%, mas esta não foi 

significativa. Este resultado indica que um possível fator para a diminuição 

na quantidade de lipídeos dos embriões seria a produção destes em 

atmosfera controlada. Este pode ser um caminho a ser seguido, utilizando 

somente os grupos com melhores taxas de re-expansão pós-

descongelamento (CLA e LA) agora em atmosfera controlada, para produzir 

embriões, congelá-los e descongelá-los e transferi-los para receptoras 

sincronizadas. Além da tentativa válida de se fazer um experimento 
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utilizando uma proporção entre a quantidade de ômega 3/ ômega 6 

utilizada.       

Quando avaliamos a taxa de gestação aos 90 dias, os grupos de 

embriões frescos apresentaram uma produção similar, sem diferenças 

significativas, assim como os transferidos após serem descongelados. 

Todavia, pôde ser observado que os embriões do grupo controle obtiveram 

uma diminuição de 77% no seu potencial de desenvolvimento e o grupo 

tratado com EPA apresentou uma diminuição de 69,7%. Somente o grupo 

tratado com CLA, no entanto, apresentou uma diminuição menor do 

potencial, de apenas 37,5%. Isso pode sugerir que de alguma forma, a 

presença do CLA melhorou a sobrevivência pós-congelamento. 

Para Diez et al. (2001), quando o embrião passa pelo processo de 

delipidação altera o seu potencial de desenvolvimento, sugerindo que o 

armazenamento ou o estoque de lipídeos herdado maternalmente interfere 

na recuperação metabólica pós-descongelamento. A sobrevivência in vitro foi 

melhor após a delipidação, porém as transferências destes embriões 

resultam em taxas de prenhezes muito baixas. 

 No presente estudo, foi obtido um aumento na viabilidade do embrião 

(taxa eclosão) pós-descongelamento de embriões tratados com os ácidos 

graxos do grupo ômega 6. A quantidade total de lipídios não foi modificada, e 

não houve perdas na taxa de gestação em comparação com o grupo controle, 

sendo assim, a adição destes não apresenta um efeito negativo na taxa de 

gestação.    

Em resumo, embriões tratados com os ácidos graxos do grupo ômega 6 

(LA e CLA) apresentaram melhores resultados quando os embriões foram 

submetidos à técnica de congelamento. Estes resultados aparentemente não 

foram gerados pelo aumento de velocidade de clivagem, da diminuição da 

morte celular (número de núcleos) e tampouco pela variação da quantidade 

total de lipídeos (Nile Red). Sendo assim, a hipótese mais provável é que os 

ácidos graxos atuem modificando a composição de lipídeos das membranas 

dos embriões, influenciando na sua fluidez que é de grande importância 

quando trabalhamos com criopreservação celular.  
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS 
 

 

- A suplementação com CLA e LA na produção de embriões aumentou a 

criotolerância, no entanto, este efeito não foi mediado por uma diminuição 

no conteúdo total de lipídeos, e tampouco por um aumento no número de 

células                     

 

- No experimento piloto, a atmosfera de 5% CO2, 5% O2 e 90% N2, 

influenciou na diminuição da quantidade total de lipídeos e isso poderia nos 

levar a confirmação de que a utilização de ácidos graxos do grupo ômega 6 

(CLA e LA) em meios suplementados com soro e em atmosfera controlada 

poderiam resultar em embriões mais capazes de sobrevivência pós-

congelamento/descongelamento 

 

- Outros estudos devem ser desenvolvidos para comprovar o efeito do 

aumento da criotolerância e melhorias nas taxas de gestações em embriões 

produzidos in vitro pós-congelamento/descongelamento, e para avaliar a 

modificação na composição dos lipídeos dos embriões, tanto dos lipídeos 

presentes na forma de estoque de energia como os presentes nas 

membranas, e sua relação com o sucesso no congelamento.  
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