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RESUMO 

A bovinocultura é uma das atividades de maior destaque no agronegócio do Brasil. Em 2020, 

o país liderou a exportador de carne bovina do mundo. Essa realidade só foi alcançada pela 

multiplicação do número de descendentes de animais de maior valor genético, proporcionado 

pelo uso intensivo das biotecnologias na área da reprodução animal. No que se refere as 

biotecnologias, o Brasil tornou-se uma referência na produção in vitro de embriões bovinos 

(PIVE). Ainda que a PIVE na espécie bovina seja uma técnica estabelecida e já utilizada 

comercialmente, diversos esforços são realizados para melhorar seus indicadores quantitativos 

e qualitativos. Umas das alternativas que tem sido investigada, é o aperfeiçoamento dos meios 

de cultivo, seja pelo ajuste das propriedades físico-químicas, pela adição de agentes com 

potencial antioxidantes ou pela suplementação com nutrientes ou fontes de fatores 

embriotróficos. A suplementação com SFB possui efeitos benéficos no desenvolvimento 

embrionário in vitro, porém sua composição é indefinida e pode variar entre os lotes. O uso do 

SFB tem sido associado a alterações metabólicas nos embriões, com potencial impacto nos 

resultados da criopreservação. Além disso, como é um produto de origem animal, há um risco 

intrínseco de veiculação de patógenos, e existem questões éticas relacionadas ao seu processo 

de fabricação. Desse modo, torna-se necessário buscar alternativas ao uso do SFB nos sistemas 

de cultivo. O presente trabalho traz uma revisão sobre a suplementação proteica durante o 

cultivo in vitro de embriões, e apresenta os resultados experimentais do uso do Extrato de 

Levedura (Yeast Extract – YE), como uma nova fonte proteica alternativa para substituir o SFB 

durante o CIV. O YE é conhecido por melhorar sistemas de cultivos celulares de outros de 

mamíferos, pois em sua composição há presença de componentes importantes para o 

metabolismo celular, além de apresentar maior padronização dos lotes e risco sanitário 

reduzido, quando comparado ao SFB. Para avaliar seu uso no cultivo in vitro de embriões, 

foram avaliadas diferentes estratégias de substituição do SFB. Complexos cumulus-oócito 

(CCO) imaturos de grau I obtidos em abatedouro de ovários de fêmeas da raça Nelore foram 

maturados in vitro (MIV) e fertilizados in vitro (FIV) e os presumíveis zigotos (n=5.875) foram 

distribuídos aleatoriamente em cinco grupos, submetidos ao cultivo in vitro (CIV) em meio 

SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e suplementados com: G1, 3% SFB (controle positivo); G2, 

sem suplemento (controle negativo); G3, YE 1% durante todo o CIV; G4, YE 1% até dia 3 e 

3% SFB dos dias 3 a 9 de CIV; G5, YE 1% somente até o dia 3 de CIV. Os resultados obtidos 

demonstram que, o uso do YE 1% (0,1mg/mL), como suplemento, não compromete o 

desenvolvimento embrionário ou as taxas de gestação pós-transferência à fresco, associado a 

BSA (3mg/mL) em sistemas sequenciais e com baixa tensão de oxigênio (5,5%), porém o YE 
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causa maior acúmulo de lipídios no citoplasma e reduz a criotolerância. Portanto, conclui-se 

que YE 1% é uma alternativa para a substituição do SFB durante o CIV, porém não atenua o 

acúmulo de lipídeos e seus efeitos negativos na criopreservação dos embriões. 

 

Palavras-chave: Bovinos, meios de cultivo in vitro, suplementação proteica, qualidade 

embrionária. 
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ABSTRACT 

Cattle farming is one of the most prominent activities in agribusiness in Brazil. In 2020, the 

country led world’s beef exports. The intensive use of animal reproduction biotechnologies was 

key to increase of the number of offspring from sires and dams with greater genetic value, and 

thus to improve production and productivity. Brazil has become a reference in the use of in 

vitro embryos production in cattle (IVEP). Although IVEP is a well-established technique and 

has long been used commercially in cattle, several efforts have been made to improve its 

outcomes. One of the alternatives that has been investigated is to improve culture media, either 

by adjusting the physicochemical properties, such as by adding antioxidants, or by the 

supplementation with nutrients or embryotrophic factors. The supplementation with fetal calf 

serum (FCS) has beneficial effects on in vitro embryo development, but its composition is 

undefined and may vary between batches. Moreover, the use of FSC has been associated with 

metabolic changes in embryos, with a potential impact on cryopreservation results. 

Furthermore, as it is a product of animal origin, there is an intrinsic risk of pathogen 

transmission, and there are ethical issues related to its manufacturing process. Therefore, it is 

necessary to search alternatives to its use in in vitro culture (IVC) systems. The present study 

provides a review of protein supplementation during IVC of embryos, and presents the 

experimental results of the use of Yeast Extract (YE), as a new alternative protein source to 

replace FCS during IVC. YE is known for improving outcomes in other mammal cell culture 

systems, as its composition contains important molecules for cell metabolism. Moreover, has 

greater batch to batch standardization, and lower sanitary risks, when compared with FCS. To 

evaluate its use in embryo IVC, different FCS replacement strategies were evaluated. Grade I 

immature cumulus-oocyte complexes (COC) recovered at slaughterhouse from Nelore ovaries 

were in vitro matured (IVM) and fertilized (IVF) and the presumptive zygotes (n=5,875) were 

randomly distributed into five groups, subjected to IVC in SOF medium plus BSA (3mg/mL) 

added with: G1, 3% FCS (positive control); G2, without supplement (negative control); G3, YE 

1% throughout the IVC; G4, 1% YE until day 3 and 3% FCS from days 3 to 9 of IVC; G5, YE 

1% only until day 3 of IVC. The results obtained show that the use of YE 1% (0.1mg/mL) as a 

supplement does not affect embryo development or post-fresh transfer pregnancy rates, when 

associated with BSA (3mg/mL) and under low oxygen tension (5.5%). However, YE causes 

greater accumulation of lipids in the cytoplasm and reduces cryotolerance. Therefore, it is 

concluded that YE 1% is an alternative for replacing SFB during CIV, but it does not attenuate 

lipid accumulation and its negative effects on embryo cryopreservation. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 1 

A bovinocultura é uma das atividades de maior destaque no agronegócio do Brasil. Em 2 

2020, o país possuía o maior rebanho bovino comercial do mundo, representando 14,3% do 3 

total mundial, com 217 milhões de cabeças. O país, no mesmo ano, foi o maior exportador de 4 

carne bovina, com 2,2 milhões de toneladas e 14,4% do mercado internacional (EMBRAPA, 5 

2021). 6 

Essa realidade em 2020 foi alcançada em decorrência dos ganhos expressivos de 7 

produtividade obtidos nas últimas décadas, consequência do aumento no número de descentes 8 

de animais de alto valor e consequente aumento no ganho genético proporcionado pelo uso 9 

intensivo das biotecnologias na área da reprodução animal (QUEIROZ, 2012). Dentre estas 10 

biotecnologias, o Brasil tornou-se uma referência e um dos principais produtores de embriões 11 

bovinos gerados in vitro. O ano de 2019 marcou os 20 anos dos primeiros registros da técnica 12 

por empresas comerciais no país (VIANA et al., 2020). No ano anterior, em 2018, foram 13 

produzidos mais de 400 mil embriões transferíveis (VIANA, 2020), sendo o país o segundo 14 

maior produtor de embriões bovinos do mundo. Isso foi resultado de muitos avanços na 15 

produção in vitro de embriões (PIVE) nas últimas décadas. 16 

A PIVE é uma biotécnica da reprodução animal de terceira geração, conforme 17 

categorização proposta por THIBIER (2005), na qual a inseminação artificial (IA) constituiria 18 

a primeira geração e a indução de ovulação múltipla e a transferência de embriões (MOET) a 19 

segunda geração. A PIVE envolve as etapas de recuperação de oócitos imaturos, maturação in 20 

vitro (MIV) e fecundação in vitro (FIV) dos oócitos e o cultivo in vitro (CIV) dos embriões 21 

gerados (GONÇALVES et al., 2008).  22 

No entanto, a eficiência da PIVE em espécies pecuárias, como a espécie bovina, por 23 

exemplo, medida como a conversão de complexos cumulus-oócito (CCO) imaturos que atingem 24 

o estágio de blastocisto, raramente excede o limite de 30 a 40% (RIZOS et al., 2008), ainda na 25 

atualidade. Contudo, embriões produzidos in vitro possuem qualidade inferior aos embriões 26 

produzidos in vivo (HANSEN et al., 2010), por essa razão, a proporção dos CCO que não se 27 

desenvolvem após a MIV, FIV e CIV é consideravelmente grande. 28 

Portanto, as estratégias mais estudadas para otimizar os resultados da PIVE está a busca 29 

por melhores meios de cultivo, seja pelo ajuste das propriedades físico-químicas (pH, 30 

osmolaridade, tensão de O2), pela adição de agentes com potencial antioxidante (TAKAHASHI 31 

et al., 2016), ou pelo enriquecimento com nutrientes ou fatores embriotróficos (TRÍBULO et 32 

al., 2018).  33 

Essas estratégias buscam por maiores taxas de produção, também por blastocistos com 34 
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melhor qualidade (LONERGAN & FAIR, 2008) que, consequentemente, possua maior 35 

resistência à criopreservação (ZULLO et al., 2016), assim como a maior sobrevivência perinatal 36 

dos bezerros gerados (RIVERA, 2019). Desse modo, com o passar dos anos, novos sistemas de 37 

cultivo foram sendo criados, testados e aperfeiçoados para permitirem otimização do 38 

desenvolvimento embrionário in vitro (GONÇALVES et al., 2007; BUENO E BELTRAN, 39 

2008).  40 

Entretanto, o soro fetal bovino (SFB), suplemento comumente utilizado na PIVE, possui 41 

componentes essenciais necessários para a proliferação e manutenção celular 42 

(CHELLADURAI et al., 2021), e contém baixos níveis de γ-globulinas, que inibem o 43 

crescimento celular (YAO & ASAYAMA, 2017), também apresenta algumas limitações, seu 44 

uso tem sido associado a sindrome da prole grande (Large Offspring Syndrome – LOS) (CHEN 45 

et al., 2015), a danos mitocondriais que, causam acúmulo lipídico e diminuição da 46 

criotolerância dos embriões produzidos através da PIVE (CROCCO et al., 2013). 47 

 O SFB também apresenta composição desconhecida, falta de padronização entre os 48 

lotes, potencial de transmitir patógenos e restrições relacionadas a ética animal (LEE et al., 49 

2022). Contaminações relativamente generalizadas de diferentes vírus foram encontradas no 50 

SFB por Zhang et al. (2022).  Portanto, cientistas em todo o mundo estão realizando pesquisas 51 

para reduzir ou substituir o uso do SFB em culturas celulares.  52 

De forma similiar, buscando por uma nova fonte proteica, baseada em vidências de 53 

componentes e efeitos benéficos no sistema de cultivo de células de ovário de hamster chinês 54 

(CHO) (BUTLER, 2005) e observações do grupo de trabalho do laboratóro Comercial Norte 55 

Embryo, no minicipio de Alta Floresta, no Mato Grosso, no qual pequenas contaminações 56 

acometidas por leveduras nos primeiros dias de CIV não causam prejuízos ao desenvolvimento 57 

embrionário, ao contrário do que é observado com a maioria dos demais microrganismos 58 

(BIELANSK et. al., 2000).  59 

60 
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2. OBJETIVOS 61 

2.1 Objetivo Geral 62 

O objetivo geral deste estudo é avaliar os efeitos da substitição parcial e total de soro 63 

fetal bovino por extrato de levedura como potencial fonte alternativa de macromoléculas durante 64 

o cultivo in vitro de embriões bovinos. 65 

 66 

2.2 Objetivos específicos 67 

• Avaliar o efeito nas taxas de clivagem, produção de blastocistos no sexto e sétimo dia, 68 

eclosão e prenhez aos 30 dias dos embriões transferidos à fresco; 69 

• Avaliar o efeito sobre a criotolerância, estimada com base nas taxas de eclosão dos embriões 70 

reidratados, após vitrificação; 71 

• Avaliar a atividade mitocondrial, quantificar o número de gotas lipídicas e o número total de 72 

células dos embriões produzidos.  73 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 74 

3.1 Produção in vitro de embriões (PIVE) em bovinos 75 

Dentre as biotecnologias da reprodução animal, a produção in vitro de embriões (PIVE) 76 

possui um grande potencial para acelerar o melhoramento genético, além de ser uma grande 77 

ferramenta de pesquisa na área da embriologia (CAMARGO, 2006). A década de 80 marcou o 78 

início da aplicação prática da PIVE em bovinos, pois em 1981 nasceu o primeiro bezerro 79 

produzido in vitro (BRACKET et al., 1982). 80 

A PIVE envolve um complexo sistema em etapas. Inicialmente, através da técnica de 81 

aspiração folicular (Ovum pick-up, OPU), ocorre a recuperação dos CCO imaturos (gameta 82 

feminino), seguido pela maturação in vitro (MIV), fecundação in vitro (FIV) dos CCO 83 

maturados e, por fim, o cultivo in vitro (CIV) dos embriões. 84 

A OPU em bovinos pode ser realizada em doadoras vivas ou após a sua morte. A 85 

metodologia mais utilizada em doadoras vivas é a manipulação e posicionamento dos ovários 86 

via palpação retal para que a imagem ultrassonográfica dos folículos possa ser obtida; 87 

simultaneamente, uma probe ultrassonográfica microconvexa transvaginal, acoplada a um 88 

suporte juntamente com a agulha de aspiração, é utilizada para identificar e aspirar os folículos 89 

(CARNEVALE et al., 2004). Após a morte da doadora, geralmente quando são abatidas em 90 

frigoríficos, a aspiração dos folículos pode ser feita de forma manual, com o auxílio de agulha 91 

hipodérmica e seringa (TRÍBULO et al., 2009). 92 

Os foliculos ovarianos que são aspirados possuem de 3 a 8mm, pois de acordo com 93 

Blondin & Sirard (1995), o diâmetro dos folículos é preditivo da qualidade oocitária, que por 94 

sua vez determina o potencial de desenvolvimento embrionário in vitro. As condições de 95 

cultivo, por outro lado, possibilitam a expressão deste potencial (RIZOS et al., 2002). Após a 96 

recuperação dos CCO imaturos, é realizada a classificação morfológica com o auxílio de um 97 

estereoscópio (conhecido também como lupa binocular).  98 

Uma das formas de classificação é a descrita por Viana (2004), de acordo com o número 99 

das camadas de células do cumulus e o aspecto do citoplasma, como segue: 100 

• Grau I: CCO compacto, com três ou mais camadas de células do cumulus e citoplasma 101 

homogêneo;  102 

• Grau II: CCO compacto, com uma ou duas camadas de células do cumulus e citoplasma 103 

homogêneo;  104 

• Grau III: CCO parcialmente desnudo, mostrando ausência de células do cumulus de menos 105 

de 1/3 da superfície da zona pelúcida (ZP) e citoplasma homogêneo ou heterogêneo; 106 

• Grau IV: CCO desnudo (sem células do cumulus na maior parte da superfície da ZP) ou 107 
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degenerado (com vacuolização e encolhimento do citoplasma). 108 

Em seguida, os CCO podem ser armazenados em tubos ou em placas de Petri contendo 109 

meio de MIV e permanecerão incubados ao longo de 22 a 24 horas em atmosfera gasosa 110 

controlada (5,5% de CO2), em temperatura (38,5°C) e umidade (95%) adequadas. Neste 111 

período, os CCO sofrerão modificações citoplasmáticas e moleculares, em sincronia, 112 

contribuindo para a completa maturação oocitária, tornando-o competente para ser fecundado 113 

(ROELEN, 2020). 114 

Os protocolos para a produção dos meios de MIV variam conforme o laboratório, mas 115 

de acordo com Gonçalves et al. (2007), o meio de maturação mais utilizado contém TCM 199 116 

(Tissue Culture Medium 199), suplementado com soro fetal bovino (SFB), hormônio folículo 117 

estimulante (FSH), hormônio luteinizante (LH), estrogênio, piruvato e antibióticos. Após a 118 

maturação dos CCO, os mesmos são realocados para gotas de meio de FIV em placas de Petri, 119 

recobertas por óleo mineral, que serão co-incubados na presença de espermatozoides (gameta 120 

masculino) viáveis e capacitados, por 18 a 22 horas, nas mesmas condições atmosféricas da 121 

MIV. As condições adequadas são importantes para a manutenção da qualidade oocitária e da 122 

atividade espermática, que contribui na fecundação dos CCO maturados (GONÇALVES et al., 123 

2008). 124 

Na FIV, é mais frequente o uso de sêmen congelado, fornecido por centrais 125 

especializadas. Ao descongelar uma dose de sêmen, é necessário separar os espermatozoides 126 

viáveis dos demais componentes indesejáveis, como plasma seminal, crioprotetores e 127 

espermatozoides mortos ou imóveis. Para selecionar essa fração espermática viável utiliza-se o 128 

método de “Swim Up” ou o método de gradiente de densidade, geralmente, construídos com 129 

Percoll ou Pure Sperm (GONÇALVES et al., 2008). 130 

O meio de FIV mais utilizado por vários laboratórios é o Fert-TALP (com solução 131 

tyrode’s-albumina-lactato-piruvato), acrescido por heparina e PHE (penicilamina, hipotaurina, 132 

epinefrina) (GONÇALVES et al., 2014). Como citados, a heparina é considerada um 133 

importante capacitador de espermatozoides (PARRISH, 2014), essa substância é um 134 

glicosaminoglicano (polissacarídeos), presente em elevadas concentrações principalmente 135 

durante o estro no trato reprodutivo de fêmeas bovinas (GORDON, 1994), local onde ocorre a 136 

passagem do espermatozoide antes da FIV. Acredita-se que a heparina promova a capacitação 137 

do espermatozoide ao se ligar e induzir alterações nas proteínas da membrana plasmática, dando 138 

origem a alterações bioquímicas, ativando canais iônicos, aumentando o cálcio 139 

intracitoplasmático, consequentemente o pH (BAVISTER, 2002), elevando a fluidez da 140 

membrana espermática (LANGLAIS et  al., 1988). O PHE mantem a motilidade e a longevidade 141 
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dos espermatoides bovinos, aumentando a produção de blastocistos in vitro (KANG et al., 142 

2015). 143 

Para completar o processo, os espermatozoides capacitados se ligam por meio de 144 

receptores da membrana plasmática a proteínas específicas na ZP do CCO maturado, de 145 

maneira a induzir a reação acrossômica (FLORMAN & FIRST, 1988). A reação acrossômica 146 

envolve um processo de exocitose que libera enzimas hidrolíticas que facilitam a penetração do 147 

espermatozoide na ZP e modificam as membranas da região pós-acrossomal, sítio da interação 148 

entre CCO e espermatozoide (SIDHU & GURAYA, 1989). 149 

Após a fusão dos pró-núcleos feminino e masculino (singamia) durante a FIV, originam-150 

se os presumíveis zigotos (OLIVEIRA et al., 2014). A partir desse momento, os zigotos são 151 

geralmente realocados em gotas de meio de CIV em placas de petri, recobertas por óleo mineral. 152 

O CIV tem duração aproximada de sete dias, sendo realizado em atmosfera gasosa controlada 153 

(5,5% de CO₂),  sob  baixa (5,5% de O₂) ou alta (21% de O₂) tensão  de  oxigênio, em  154 

temperatura  (38°C)  e  umidade  (95%) adequadas (WRENZYCKI, 2016).  155 

Ao longo do desenvolvimento embrionário, na maior parte dos protocolos disponíveis 156 

atualmente, é realizada a troca parcial do meio de cultivo (feeding), com objetivo de renovar o 157 

fornecimento dos componentes, de forma similiar ao descrito por Brackett et al. (1989). A 158 

escolha de realizar o feeding ou não, a formulação do meio, o dia e as demais avaliações do 159 

desenvolvimento embrionário podem variar e isso dependerá do protocolo de cada laboratório. 160 

Nesse ambiente terão início as primeiras divisões mitóticas, originando os blastômeros 161 

(YANAGIMACHI, 1994), processo conhecido como clivagem. Até o estágio de oito células, os 162 

blastômeros ainda se encontram arranjados frouxamente, em divisões bem nítidas. A partir 163 

desse momento, conforme as divisões avançam, há uma aglomeração de células de forma 164 

compacta, pela formação de junções de adesão e de oclusão entre as células (STRINGFELLOW 165 

& SEIDEL, 1998) e o embrião alcança o estágio denominado de mórula (ALVES & CRUZ, 166 

2002). 167 

Após atingir o estágio de mórula, os blastômeros criam um gradiente osmótico que atrai 168 

água para o espaço intercelular, criando uma cavidade denominada blastocele. Essa cavidade 169 

possui a função de proteger e nutrir o blastocisto, e o inicio da blastocele caracteriza o estágio 170 

de blastocisto inicial (BI). Paralelamente, ocorre o processo de diferenciação celular, quando 171 

há a formação do embrioblasto (ou massa celular interna – MCI) e trofoblasto (ROSSANT, 172 

2007; 2016). O embrioblasto é formado por células pluripotentes, que possuem capacidade de 173 

formar os tecidos que darão origem ao feto, enquanto o trofoblasto é multipotente e formará os 174 

tipos celulares da placenta (COCKBURN & ROSSANT 2010; MOURA, 2012).  175 
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Conforme a blastocele aumenta de tamanho, ocupando gradualmente o espaço 176 

perivitelínico, caracteriza-se o estágio de blastocisto (BL) (GONÇALVES et al., 2008). Por 177 

fim, o desenvolvimento do trofoblasto e do embrioblasto levam a expansão progressiva da 178 

blastocele e redução na espessura da ZP, caracterizando o estágio de blastocisto expandido 179 

(BX). Com o rompimento da ZP o embrião atinge o estágio classificado como blastocisto 180 

eclodido (BE) (GONÇALVES et al., 2008). 181 

No sétimo dia de desenvolvimento embrionário (D7), os blastocistos são classificados 182 

de acordo com seu estágio de desenvolvimento e sua qualidade morfológica, conforme descrito 183 

no manual da International Embryo Technology Society (IETS, STRINGFELLOW & SEIDEL, 184 

1998):  185 

 186 

Estágio de desenvolvimento:  187 

• Mórula – MO;  188 

• Blastocisto  Inicial – BI;  189 

• Blastocisto – BL;  190 

• Bastocisto Expandido – BX;  191 

• Blastocisto Eclodido – BE.  192 

 193 

Qualidade morfológica: 194 

• Excelente: Sem defeitos morfológicos ou extrusões celulares;  195 

• Bom: Com uma ou poucas células de extrusão;  196 

• Regular: Maior número de alterações morfológicas ou extrusões celulares; 197 

• Pobre: Extrusões ou fragmentações comprometendo mais de 50% da massa celular interna 198 

(MCI), dificultando a classificação das células viáveis; 199 

• Degenerado: Comprometimento definido da MCI, com blastômeros de tamanhos variados, 200 

apresentando sinais de degeneração, picnose, fragmentação e alteração de cor. 201 

 202 

Essas classificações foram propostas para embriões produzidos in vivo e foram 203 

normatizadas como forma de auxiliar os profissionais, oferecendo uma referência (IETS, 204 

STRINGFELLOW & SEIDEL, 1998). Após a classificação morfológica embrionária, de 205 

preferência, blastocistos expandidos e de excelente qualidade são selecionados, criopreservados 206 

(por vitrificação ou congelamento lento) e armazenados em botijões de nitrogênio líquido, 207 

enquanto aguardam uma futura desvitrificação (reidratação ou descongelamento); ou são 208 

envasados, transportados e transferidos à fresco para as receptoras, previamente sincronizadas 209 
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através de tratamentos hormonais (DODE; RUMPF, 2002; THOMPSON, 2000; HAFEZ & 210 

HAFEZ, 2004).  211 

Para o sucesso da transferência dos embriões à fresco ou reidratados após a 212 

criopreservação, as receptoras devem passar por uma avaliação da presença de corpo lúteo 213 

(CL). Essa estrutura é uma glândula endócrina responsável pelo suporte embrionário e 214 

manutenção inicial da gestação, formado no ovário da receptora no ciclo natural ou em resposta 215 

ao tratamento hormonal utilizado para sincronização. Os animais que não possuírem um CL 216 

funcional são descartados como receptoras (DANTAS; NUNES; DANTAS, 2018). 217 

Após a transferência dos blastocistos, é necessário que haja o rompimento da ZP 218 

(eclosão), resultando no alongamento do embrião e resposta as secreções endometriais 219 

(CLEMENTE et al., 2009); esse mecanismo em embriões bovinos produzidos in vivo ocorre 220 

entre os dias 9-12 do desenvolvimento (VEJLSTED, 2006). A produção de interferon tau 221 

(IFNT) pelo embrião nesta fase é responsável pelo reconhecimento materno da gestação 222 

(MANN & LAMMING, 2001). O IFNT atua no endométrio, prevenindo a luteólise, mantendo 223 

o CL e, consequentemente, a produção de progesterona, principal hormônio da gestação 224 

(ROBERTS, 1989). 225 

 226 

3.2 Suplementação proteica no cultivo in vitro (CIV) de embriões bovinos 227 

O meio base de CIV mais utilizado é o SOF (Synthetic Oviduct Fluid), inicialmente 228 

baseado no fluido do oviduto ovino (TERVIT et al., 1972), suplementado com fontes 229 

proteicas, antibióticos e aminoácidos. As fontes proteicas mais utilizadas ainda na atualidade, 230 

que auxiliam no crescimento embrionário, são o SFB e a albumina sérica bovina (BSA), de 231 

origem animal (GORDON et al., 2003), porém, as diferentes partidas destas proteínas podem 232 

variar amplamente os efeitos durante o período do CIV (ALI & SIRARD, 2002), além do uso 233 

de diferentes concentrações. 234 

A suplementação proteica de SFB (indefinida) possui componentes (LEE et al., 2022) e 235 

efeitos benéficos para o crescimento celular na PIVE, durante o desenvolvimento embrionário 236 

em bovinos no CIV, resultando em maiores taxas e expansão dos blastocistos no D7, 237 

comparados ao cultivo apenas com BSA. (SENA-NETTO et al., 2020) no entanto, o seu uso é 238 

controverso (LEE et al., 2022). Duas sociedades científicas publicaram um apelo em 2013 para 239 

que o SFB fosse substituído; o pedido foi renovado em 2018 (PILETZ et al., 2018), contudo, 240 

ele ainda é utilizado como rotina na maioria dos laboratórios de PIVE. 241 

A suplementação proteica de BSA (semi-definida) mesmo resultando em  menores taxas 242 

de blastocistos em relação ao SFB, preservou a expressão do gene PLAC8 nos embriões à 243 
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fresco. O gene PLAC8 é um marcador importante da viabilidade embrionária e geralmente é 244 

usado para prever a qualidade dos embriões produzidos in vitro, sua expressão está relacionada 245 

ao desenvolvimento placentário (SENA-NETTO et al., 2020). 246 

No entanto, blastocistos e blastocistos expandidos em D7,5 que foram suplementados 247 

apenas com BSA possuem menor criotolerância (LEME, 2008); além disso, o BSA não pode 248 

ser produzido de forma absolutamente livre de patógenos, pois a irradiação gama ocasiona a 249 

sua degradação (GABER, 2005). 250 

Na PIVE, especificamente, para evitar o uso do SFB e BSA no meio de CIV, 251 

macromoléculas sintéticas (definidas) foram desenvolvidas, como a polivinilpirrolidona (PVP), 252 

o álcool polivinílico (PVA) (WRENZYCHI et al., 2001; SERAPIÃO, 2006) e o substituto 253 

sintético do soro (SSS) (SAGIRKAYA et al., 2007) para promover o crescimento celular.  254 

Porém, também existem limitações para o uso desses compostos, visando à obtenção de boas 255 

taxas de embriões na PIVE quando utilizados isoladamente (ALI et al., 2002; LIM et al., 2007 256 

e SAYIRKAVA et al., 2007). 257 

Portanto, fontes alternativas de macromoléculas de origem animal, segume sendo 258 

testadas, como por exemplo, Hosoe et al. (2016) mostrou que, ao substituir o SFB por sericina 259 

(proteína obtida através da hidrólise de fibras puras de seda) a 0,05%, produziu-se embriões 260 

com número significativamente menor de gotas lipídicas médias e grandes, quando comparados 261 

aos desenvolvidos com 5% de SFB, sugerindo que esses embriões apresentem características 262 

semelhantes às dos blastocistos desenvolvidos in vivo. Contudo, não houve aumento nas taxas 263 

de reexpansão e eclosão após a vitrificação-reidratação (HOSOE et al., 2016).  264 

Dessa forma, o conhecimento sobre novas substâncias que exerçam a mesma função na 265 

suplementação protéica no CIV faz-se necessário, pois o objetivo é diminuir ou extinguir os os 266 

riscos e efeitos. 267 

 268 

3.3 Soro fetal bovino (SFB) 269 

 3.3.1 Processo de fabricação 270 

O SFB é um subproduto do sangue retirado de feto bovino em abatedouro. O processo 271 

de fabricação do SFB é dividido nas seis seguintes etapas, descritas por Lee et al. (2022): 272 

1: A fonte é o feto de uma fêmea bovina abatida (em abatedouros para o processamento de 273 

carne bovina), sem o conhecimento da gestação; 274 

2: A coleta do sangue só pode ser realizado em instalações aprovadas pelo Orgão do Governo, 275 

responsável pela supervisão das atividades; 276 

3: O sangue coletado é armazenado em embalagem estéril, refrigerado para promover a 277 
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coagulação e obtenção de soro de alta pureza; 278 

4: O soro é congelado e armazenado até que as etapas subsequentes sejam realizadas; 279 

5: O soro é filtrado através de uma cadeia de filtração a ser usado para cultura de células 280 

(geralmente filtração tripla de 0,1 μm). Um processo semelhante para remover a potencial 281 

contaminação bacteriana é essencial, mas pode não eliminar completamente os vírus. O soro 282 

pode ser posteriormente esterilizado por irradiação (raios gama), se necessário; 283 

6: Em seguida, o soro é embalado e rotulado, e as amostras são congeladas até o uso no 284 

laboratório. Esse processo reduz a degradação de ingredientes biologicamente ativos que 285 

ajudam no crescimento celular e podem afetar significativamente a qualidade final do SFB. 286 

 287 

3.3.2 Componentes 288 

Na década de 1950, quando o SFB foi introduzido nos meios de cultivo celular, pensava-289 

se que apenas estimularia o crescimento celular (PUCK et al., 1958), posteriormente, 290 

identificou-se que o SFB é rico em vitaminas, fatores de crescimento (CHELLADURAI et al., 291 

2021), componentes proteicos complexos, nutrientes residuais, hormônios e entre outros, que 292 

são essenciais para a adesão, crescimento e proliferação de várias células (HONN et al., 293 

1975; VAN DER VALK et al., 2010). Além dos componentes citados, Lee et al. (2022) fizeram 294 

um compilado detalhado dos componentes presentes no SFB identificados ao longo dos anos, 295 

baseado em pesquisas dos grupos de Brunner et al. (2010), Chelladurai et al. (2021), Honn et 296 

al. (1975) e Zheng et al. (2006), que estão listados na Tabela 1.  297 

 298 

Tabela 1. Componentes do soro fetal bovino (FBS) em produtos comerciais. 299 

Categorias Componentes 

Componentes 

de proteínas 

Proteínas 

séricas 

Albumina 

Antitrombina-III   

Fibronectina  

Globulinas (por exemplo, imunoglobulinas como IgG) 

Cadeia fetal da hemoglobina beta   

Cininogênio    

Laminina        

Plasminogênio (precursor da plasmina) 

Fator de crescimento sérico          

α1-Antitripsina (inibidor de protease) 

α-2-HS-Glicoproteína (fetal) 

α2-Macroglobulina (inibidor de protease)  

β-2-Glicoproteína I 

Transporte 

de proteínas 

Apolipoproteína 

Transcortina 

Transferrina (por exemplo, Hemiferrina) 

https://www.kosfaj.org/archive/view_article?pid=kosfa-42-5-775#B60
https://www.kosfaj.org/archive/view_article?pid=kosfa-42-5-775#B28
https://www.kosfaj.org/archive/view_article?pid=kosfa-42-5-775#B28
https://www.kosfaj.org/archive/view_article?pid=kosfa-42-5-775#B75
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α1-Lipoproteina 

β1-Lipoproteina 

Enzimas Alanina aminotransferase (ALT/GPT)   

Fosfatase alcalina 

Aspartato aminotransferase/transaminase glutâmica oxaloacética (AST/GOT) 

 Fosfodiesterase cíclica 3′,5′ específica de cGMP (bovina) 

Lactato desidrogenase 

Lactoperoxidase 

Fosfoquinase 

Protrombinase 

Transaminase 

γ-Glutamil transferase 

Hormônios Hormônio Adrenocorticotrópico 

Corticosteróides  

Hormônio folículo-estimulante 

Glucagon 

Hormônio do crescimento (bovino) 

Insulina 

Hormônio luteinizante 

Hormônio da paratireóide 

Prostaglandina 

Fatores glandotrópicos hipofisários 

Prolactina 

Testoterona 

Hormônios da tireóide 

Tiroxina 

Vasopressina 

Fatores de crescimento e 

citocinas 

Fator básico de crescimento de fibroblastos (bFGF)  

Fator de crescimento de células endoteliais (ECGF) 

Fator de crescimento epidérmico (EGF)   

Fator de crescimento de fibroblastos (FGF) 

Fator de crescimento glial 

Fator de crescimento semelhante à insulina (IGF) (por exemplo, proteína 2 de 

ligação a IGF, proteína 4 de ligação a IGF, IGF-II) 

Interferons 

Interleucinas 

Fator de crescimento nervoso (NGF) 

Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) 

Fator de crescimento tipo pré-insulina I 

Fator de crescimento transformador (TGF) (por exemplo, TGFβ1) 

Ácidos graxos e lipídeos Colesterol 

Etanolamina 

Ácidos graxos livres e ligados a proteínas 

Fosfatidil 

Fosfolipídios 

Triglicerídeos 

Carboidratos Frutose 

Galactose 

Glicose 

Metabólitos glicolíticos 

Manose 
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Ribose 

Não proteico/Nitrogênios Aminoácidos 

      Creatinina     

Poliaminas 

Purinas/Pirimidinas 

Ureia 

Ácido úrico 

Vitaminas Retinol/ácido retinóico (vitamina A) 

Ácido ascórbico (vitamina C) 

Vitamina B-Grupo: 

 Biotina 

Cobalamina  

Ácido fólico 

Niacinamida/ácido nicotínico 

Ácido pantotênico 

Piridoxina/Piridoxalfosfato 

Riboflavina 

Tiamina 

α-Tocoferol (vitamina E) 

Minerais Ca, Cl, Cr, Cu, F, Fe, I, K, Mn, Mo, Na, Ni, Se, Sn, Zn 

Compostos inorgânicos Fosfato alcalino   

Fosfato 

Outros Bilirrubina, CO e CO2 

 300 

3.3.3 Efeitos negativos na PIVE 301 

A utilização do SFB, embora bastante disseminada na PIVE em bovinos (DEL 302 

COLLADO et al., 2014), apresenta limitações, por causar efeitos que prejudicam a qualidade 303 

desses embriões e por existir questões éticas relacionadas ao seu processo de fabricação, que 304 

estão listados na Tabela 2. 305 

 306 

Tabela 2. Efeitos negativos do soro fetal bovino (FBS) na produção in vitro de embriões (PIVE) em bovinos. 307 

Efeitos negativos Fonte 

Acúmulo anormal de gotas lipídicas e altos níveis de mitocôndrias imaturas em 

embriões produzidos in vitro que, consequentemente, trarão problemas após a 

criopreservação. 

 

CROCCO et al. (2013) 

 

Associação a síndrome da prole grande (Large Offspring Syndrome – LOS), uma 

condição de crescimento excessivo observada em fetos e neonatos de ruminantes. 

 

CHEN et al. (2015) 

Existem questões éticas associadas ao seu uso, pois é extraído de sangue de fetos 

bovinos, abatidos ainda durante a gestação. 

 

LEE et al. (2022) 

Seus componentes ainda não foram totalmente definidos e sua composição exata 

pode variar, dependendo da origem do indivíduo. 

 

LEE et al. (2022) 

Presença de diferentes vírus (sequências virais pertencentes a Parvoviridae, 

Flaviviridae, Herpesviridae e Caliciviridae), com implicações para a saúde 

animal e humana. 

 

ZHANG et al. (2022) 
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3.4 Aplicação do extrato de levedura (Yeast Extract – YE) 308 

Sabe-se que, em outros sistemas in vitro, células de mamíferos também são cultivadas 309 

em meios suplementados com SFB. Contudo, devido às limitações deste, aumentou a demanda 310 

pelo desenvolvimento de substitutos como proteínas purificadas, proteínas recombinantes 311 

(FROUD, 1999) ou hidrolisados de proteínas animais (SCHLAEGER, 1996). 312 

A busca por aditivos para meios de cultura que melhor replicassem os benefícios dos 313 

produtos de origem animal provocou um interesse crescente  no  uso  de  peptonas (proteína 314 

semi-digerida que serve como fonte de nitrogênio e carbono vegetais)  (HEIDEMANN  et al., 315 

2000; BURTEAU et  al., 2003; FARGES et al., 2008) ou extratos de levedura (SUNG et   al., 316 

2004; KIM & LEE, 2009). O hidrolisado de levedura é usado como um nome genérico, 317 

incluindo extratos de levedura (Yeast Extract – YE) e peptonas de levedura (Yeast Peptones – 318 

YP). Mais precisamente, YE corresponde à fração solúvel em água da levedura autolisada, 319 

enquanto YP representa a fração solúvel de proteínas hidrolisadas por enzimas exógenas.  320 

O YE é conhecido por melhorar muito o desempenho da cultura de células em 321 

mamíferos, os benefícios do YE verificados por Mosser et al. (2015) revelou que, o YE 322 

aumentou as concentrações máximas de células viáveis de ovário de hamster chinês (CHO) 323 

recombinantes e a produção de IgG em até 73 e 60%, respectivamente, em comparação com 324 

um meio de cultivo de referência. Atualmente, células de mamíferos, como as CHO, são 325 

sistemas de expressão mais comuns para produzir anticorpos monoclonais recombinantes 326 

(BUTLER, 2005), utilizados para tratar muitas doenças, incluindo alguns tipos de canceres. 327 

Embora não haja relatos na literatura do uso do YE na PIVE, essa possibilidade não é 328 

descartada, pois análises da composição do YE realizadas por Mosser et al. (2015), destacaram 329 

a presença de moléculas como aminoácidos, vitaminas, sais, nucleobase e glicose, que são 330 

componentes importantes para o metabolismo embrionário, além de apresentar maior 331 

padronização de composição e risco sanitário reduzido, quando comparado ao SFB.  332 

A partitr dessas informações e observações feitas por nosso grupo de trabalho, onde 333 

nota-se que pequenas contaminações acometidas por leveduras até o terceiro dia de 334 

desenvolvimento (D3) não causam comprometimento ao sistema de cultivo in vitro 335 

embrionário, ao contrário do que é observado com a maioria dos demais microrganismos 336 

(BIELANSK et. al., 2000), formulou-se a hipótese de que o YE pode ser usado como fonte 337 

alternativa de macromoléculas durante o desenvolvimento embrionário em bovinos no  CIV.338 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3720966/#CR15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3720966/#CR32
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3720966/#CR20
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3720966/#CR5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3720966/#CR11
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3720966/#CR34
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3720966/#CR22
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RESUMO 694 

 O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar se a substituição do SFB (utilizado a 3%) pelo 695 

extrato de levedura (Yeast Extract - YE) a 0,1mg/mL (1%) durante o cultivo in vitro (CIV) 696 

influenciaria a produção in vitro de embriões bovinos ou as taxas de gestação subsequentes. 697 

Ovários coletados de fêmeas da raça Nelore (Bos taurus indicus), abatedouro local, foram 698 

transportados para o laboratório. Complexos cumulus-oócito (CCO) imaturos, grau I, foram 699 

utilizados em ensaio preliminar e no experimento, nos quais a maturação in vitro (MIV) e 700 

fertilização in vitro (FIV) foram realizadas por 22h e 20h, respectivamente. Para a FIV, utilizou-701 

se doses de sêmen de touros da raça Aberdeen Angus. Foi realizado inicialmente um pré-702 

experimento para a definição da concentração de YE a ser utilizada (1%). Após esta etapa, os 703 

presumíveis zigotos (n=5.875) foram distribuídos aleatoriamente em cinco grupos distintos, 704 

todos submetidos ao cultivo in vitro (CIV) em meio SOF acrescido de BSA (3mg/mL) dos dias 705 

1 a 9, e suplementados com: G1, 3% SFB (controle positivo); G2, sem suplemento (controle 706 

negativo); G3, YE 1% durante todo o CIV; G4, YE 1% até dia 3 e 3% SFB dos dias 3 a 9 de 707 

CIV; G5, YE 1% somente até o dia 3 de CIV. As variáveis foram analisadas utilizando o Proc 708 

GLIMMIX (SAS Institute), considerando os efeitos do tratamento, réplica e interação; os 709 

resultados foram apresentados em média±erro padrão. Não houve diferença entre os grupos nas 710 

taxas de clivagem (P=0,6424). A taxa de blastocisto do G4 foi semelhante (P>0,05) à do G1, e 711 

maiores (P=0,0016) que as obtidas nos grupos G2, G3 e G5, sem suplementação com SFB 712 

(47,4%±0,8a vs. 43,6%±0,9ab; 29,8%±0,7b; 32,8%±0,6b e 30,0%±0,9b, respectivamente). As 713 

taxas de eclosão à fresco de G1 (74,0%±0,8a), G4 (76,0% ±0,8a) e G5 (70,0%±0,8a) foram 714 

similares entre si e superiores (P=0,0001) em relação ao obtido no G2 (48,2%±0,5b), enquanto 715 

o G3 (61,8%±0,7ab) não diferiu dos demais tratamentos. Não houve diferença entre os grupos 716 

na intensidade do sinal de fluorescência, utilizado como indicador de atividade mitocondrial 717 

(P=0,1907). O acúmulo de gotículas lipídicas no grupo sem suplementação (G2, 7,6%±1,1a) 718 

foi semelhante (P>0,05) ao observado com YE 1% apenas até o D3 (G5, 9,6%±1,2ab) porém 719 

menor (P=0,0001) do que nos grupos suplementados com SFB durante todo o CIV (G1, 720 

14,8%±1,3bc), YE 1% durante todo o CIV (G3, 15,5%±1,5bc) ou YE 1% até dia 3 e 3% SFB 721 

dos dias 3 a 9 de CIV (G4, 17,2%±2,3c). Não houve diferença entre os grupos G1, G2, G3, G4 722 

e G5 (141±10,0a; 147±8,8a; 164±8,9a; 153±10,0a e 141±9,0a, respectivamente; P=0,3969), em 723 

relação ao número total de células embrionárias. Quando o SFB foi usado ao longo de todo CIV 724 

(G1) as taxas de eclosão após a vitrificação foram maiores do que em G2, G3, G4 ou G5 725 

(78,9%±6,0a vs. 39,4%±7,0b; 46,6%±7,0b; 51,3%±8,0b e 32,8%±8,0b, respectivamente; 726 

P=0,0001). A taxa de gestação após a transferência dos embriões foi semelhante entre os três 727 
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grupos selecionados, G1, G4 e G5 (58,6±10,0a; 58,0±7,0a e 58,8±12,0a, respectivamente; 728 

P=0,9738). Conclui-se que, os efeitos potenciais da YE 1% durante o CIV dependem do 729 

momento da suplementação. O YE 1% pode ser utilizado em sistemas de cultivo sequenciais 730 

visando a substituição parcial ou total do SFB, contudo seu uso foi associado ao maior acúmulo 731 

de lipídios e redução da crioresistência. 732 

 733 

Palavras-chave: Bovinos, meios de cultivo in vitro, suplementação proteica, qualidade 734 

embrionária.  735 
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ABSTRACT 736 

The aim of the present study was to evaluate whether replacing FCS (3%) with yeast extract 737 

(YE) at 0.1mg/mL (1%) during in vitro culture (IVC) would affect the in vitro production of 738 

bovine embryos or subsequent pregnancy rates. Ovaries collected from Nelore females (Bos 739 

taurus indicus) at a local slaughterhouse were transported to the laboratory. The recovered grade 740 

I immature cumulus-oocyte complexes (COC) were used in a preliminary essay and on the 741 

experiment, in which in vitro maturation (IVM) and in vitro fertilization (IVF) were performed 742 

for 22h and 20h, respectively. For IVF, doses of semen from Aberdeen Angus breed sires were 743 

used. The preliminary essay was initially carried out to define the concentration of YE to be 744 

used (1%). Then, presumptive zygotes (n=5,875) were randomly distributed into five distinct 745 

groups, all submitted to in vitro culture (IVC) in SOF medium plus BSA (3mg/mL) from days 746 

1 to 9, supplemented with: G1, 3% FCS (positive control); G2, no supplement (negative 747 

control); G3, YE 1% throughout the IVC; G4, 1% YE until day 3 and 3% FCS from days 3 to 748 

9 of IVC; G5, YE 1% only until day 3 of IVC. The variables were analyzed using Proc 749 

GLIMMIX (SAS Institute), considering the effects of treatment, replicate and their interaction. 750 

The results were shown as mean±SEM. Cleavage rate was similar among groups (P=0.6424). 751 

The blastocyst rate in G4 was similar (P>0.05) to that in G1, and higher (P=0.0016) than in 752 

groups G2, G3 and G5 (47.4%±0.8a vs. 43.6%±0.9ab; 29.8%±0.7b; 32.8%±0.6b and 753 

30.0%±0.9b, respectively). The fresh hatching rates were similar in G1 (74.0%±0.8a), G4 754 

(76.0%±0.8a) and G5 (70.0%±0.8a), but greater (P=0.0001) than in G2: (48.2%±0.5b), whereas 755 

G3 (61.8%±0.7ab) did not differ from the other treatments. The intensity of the fluorescence 756 

signal, indicator of mitochondrial activity, was similar among groups (P=0.1907). The 757 

accumulation of lipid droplets in the group without supplementation (G2, 7.6%±1.1a) was 758 

similar (P>0.05) to that observed with YE 1% only until D3 (G5, 9.6%±1. 2ab) but lower 759 

(P=0.0001) than in the groups supplemented with FCS during the entire IVC (G1, 760 

14.8%±1.3bc), YE 1% during the entire IVC (G3, 15.5%± 1.5bc) or 1% YE until day 3 and 3% 761 

FCS from days 3 to 9 of IVC (G4, 17.2%±2.3c). There was no difference between groups G1, 762 

G2, G3, G4 and G5 (141±10.0; 147±8.8; 164±8.9; 153±10.0 and 141±9.0, respectively; 763 

P=0.3969), in the total number of embryonic cells. When FCS was used throughout the entire 764 

ICV (G1), hatching rates after vitrification were higher than in G2, G3, G4 or G5 (78.9%±6.0a 765 

vs. 39.4%±7.0b; 46.6%±7.0b; 51.3%±8.0b and 32.8%±8.0b, respectively; P=0.0001). The 766 

pregnancy rate after embryo transfer was similar among the selected groups, G1, G4 and G5 767 

(58.6±10.0; 58.0±7.0 and 58.8±12.0, respectively; P =0.9738). In summary, the potential effects 768 

of YE 1% during IVC depend on the timing of supplementation. YE 1% can be used in 769 
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sequential cultivation systems aiming to partially or completely replace FCS, however its use 770 

was associated with greater lipid accumulation and reduced cryotolerance. 771 

 772 

 773 

Keywords: Cattle, in vitro culture media, proteic supplementation, embryonic quality.  774 
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1. INTRODUÇÃO 775 

A produção in vitro de embriões (PIVE) em bovinos é uma biotecnologia da reprodução 776 

animal que, possui um grande potencial para acelerar o melhoramento genético, além de ser 777 

uma grande ferramenta de pesquisa na área da embriologia (CAMARGO, 2006). A PIVE 778 

envolve um complexo sistema em etapas. Inicialmente, através da técnica de aspiração folicular 779 

(Ovum pick-up, OPU), ocorre a recuperação dos CCO imaturos, seguido pela maturação in vitro 780 

(MIV), fecundação in vitro (FIV) dos CCO maturados e, por fim, o cultivo in vitro (CIV) dos 781 

embriões. 782 

Embora A PIVE em bovinos tenha atingido escala comercial, existem problemas em 783 

relação a qualidade dos embriões produzidos. Um dos componentes que afetam a qualidade dos 784 

embriões é o uso do soro fetal bovino (SFB) na PIVE, este suplemento proteico que é 785 

amplamente utilizado em cultura de células e tecidos de origem animal (VAN DER VALK, 786 

2022) e também durante a PIVE em bovinos (GORDON, 2003).  787 

O SFB está associado a maiores taxas de embriões, mas também com menor 788 

criotolerância (CROCCO et al., 2013), associação a síndrome da prole grande (CHEN et al., 789 

2015), risco sanitário (ZHANG et al., 2022), possuir componentes indefinidos e levantar 790 

questões éticas associadas por ser um subproduto de origem animal (LEE et al., 2022).  791 

Ao longo de vários anos, pesquisadores testaram diferentes suplementos proteicos 792 

(WRENZYCHI et al., 2001; SERAPIÃO, 2006; SAGIRKAYA et al., 2007; LEME, 2008; 793 

HOSOE et al., 2016; SENA-NETTO et al., 2020), como possíveis alternativas para substituir 794 

ou reduzir o SFB na PIVE, porém com sucesso limitado. Em análise recente, revelou que ainda 795 

há escassez de pesquisas sobre a composição completa do SFB (LEE et al., 2022), dificultando 796 

alcançar uma reprodutibilidade superior ou similar ao produto. 797 

A partir de observações do nosso grupo de trabalho, constatou-se que pequenas 798 

contaminações por leveduras até o D3 não causam prejuízo perceptível ao desenvolvimento 799 

embrionário durante o CIV. Como o extrato de levedura (Yeast Extract – YE) é conhecido por 800 

melhorar o desempenho do cultivo celular em mamíferos (MOSSER et al., 2015), hipotetizou-801 

se que, este pode ser uma possível fonte alternativa de macromoléculas para uso como 802 

suplemento substituto parcial ou total do SFB, durante o CIV.  803 

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a substituição parcial ou total do 804 

SFB pelo YE, durante o cultivo in vitro de embriões bovinos, considerando os efeitos sobre o 805 

desenvolvimento embrionário (clivagem, blastocistos e eclosão) e prenhez aos 28 dias pós-806 

transferência; assim como indicadores indiretos de qualidade como criotolerância, atividade 807 

mitocondrial, acúmulo de gotas lipídicas no citoplasma e número total de células dos embriões.  808 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 809 

2.1 Animais e local 810 

O presente trabalho foi realizado município de Alta Floresta, localizado no extremo 811 

norte do estado de Mato Grosso, Brasil, e na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 812 

localizada em Brasília, DF, Brasil. Os procedimentos experimentais foram submetidos e 813 

aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Embrapa Recursos Genéticos e 814 

Biotecnologia (Protocolo CEUA - Cenargen 006/2022; Anexo 1). As atividades realizadas em 815 

rebanhos privados também tiveram a anuência formal dos responsáveis. 816 

 817 

2.2 Desenho experimental 818 

Os procedimentos que antecedem o CIV (coleta dos ovários, recuperação dos CCO 819 

imaturos, MIV e FIV) foram iguais para todos os ensaios e réplicas. Devido à ausência de 820 

referências sobre o uso de YE na PIVE, foram realizados três ensaios preliminares para a 821 

avaliação da possível toxidade e definição da dose a ser utilizada no experimento. A diluição 822 

inicial foi baseada conforme a descrição do produto (10mg de YE em 1mL de H₂O - água pura, 823 

obtida por meio de processos de destilação ou deionização), da marca Sigma-Aldrich® (Saint 824 

Louis, Missouri, EUA), código Y1625 (Figura 1). Portanto, a concentração de 10mg de YE foi 825 

diluída em 1mL de meio de CIV e foi denominada a referência de 100%. 826 

 827 

 828 
Figura 1. Extrato de Levedura (Y1625, 250g, Sigma-Aldrich®). Fonte: Sigmaaldrich.com. 829 

 830 
 831 

2.2.1 Ensaios preliminares 832 

Ensaio 1: Substituição do BSA e SFB por YE 100 % 833 

Avaliou-se o desenvolvimento embrionário ao substituir o SFB e BSA por YE 100% no 834 

meio de CIV. Os presumíveis zigotos foram cultivados em dois grupos distintos: 835 
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• G1: SOF acrescido de 10mg/mL de YE, sem BSA e SFB (YE 100%, sem BSA e SFB); 836 

• G2: SOF acrescido de 3mg/mL BSA e 30µL/mL (3%) de SFB (Controle positivo - CP). 837 

 838 

Ensaio 2: Substituição do SFB por YE 100%, com BSA. 839 

Avaliou-se o desenvolvimento embrionário ao substituir o SFB por YE 100% no meio 840 

de CIV. Os presumíveis zigotos foram cultivados em dois grupos distintos: 841 

• G1: SOF acrescido de 10mg/mL de YE, 3mg/mL de BSA, sem SFB (YE 100%); 842 

• G2: SOF acrescido de 3mg/mL BSA e 30µL/mL (3%) de SFB (Controle positivo - CP). 843 

 844 

Ensaio 3: Curva doses-resposta (YE 100, 75, 50, 25, 10 e 1%), com BSA 845 

Avaliou-se o uso de concentrações decrescentes de YE (curva doses-resposta) no meio 846 

de CIV (Figura 2).  847 

 848 

 849 
Figura 2: Diluição seriada de YE para uso no meio de CIV (100, 75, 50 ,25, 10 e 1%), em ensaio de curva de 850 

doses-resposta. Fonte: Arquivo pessoal, 2022. 851 
 852 
Portanto, os presumíveis zigotos foram cultivados em oito grupos distintos: 853 

• G1: SOF acrescido de 3mg/mL de BSA e 30µL/mL (3%) de SFB (Controle positivo - CP); 854 

• G2: SOF acrescido de 3mg/mL de BSA (Controle negativo - CN); 855 

• G3: SOF acrescido de 3mg/mL de BSA e 10mg/mL de YE, sem SFB (YE 100%); 856 

• G4: SOF acrescido de 3mg/mL de BSA e 7,5mg/mL de YE, sem SFB (YE 75%); 857 

• G5: SOF acrescido de 3mg/mL de BSA e 5,0mg/mL de YE, sem SFB (YE 50%); 858 

• G6: SOF acrescido de 3mg/mL de BSA e 2,5mg/mL de YE, sem SFB (YE 25%); 859 

• G7: SOF acrescido de 3mg/mL de BSA e 1mg/mL de YE, sem SFB (YE 10%); 860 

• G8: SOF acrescido de 3mg/mL de BSA e 0,1mg/mL de YE, sem SFB (YE 1%). 861 
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2.2.2 Experimento: Uso do YE no CIV  862 

O experimento estava condicionado ao resultado dos ensaios preliminares, a partir do 863 

resultado do ensaio preliminar 3, foi definido que o experimento utilizaria YE na concentração 864 

de 1%. Os presumíveis zigotos foram então distribuídos em 5 grupos distintos, todos cultivados 865 

em meio SOF acrescido de 3mg/mL de BSA e: 866 

• G1: 30µL/mL (3%) de SFB em todo o CIV (CP) 867 

• G2: Sem suplementação em todo o CIV (CN); 868 

• G3: 0,1mg/mL (1%) de YE em todo o CIV (YE 1%); 869 

• G4: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e 30µL/mL (3%) de SFB até o D9 (YE 1% + CP); 870 

• G5: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementação até o D9 (YE 1% + CN). 871 

 872 

Após a avaliação das taxas de clivagem e de blastocistos, os embriões obtidos no D7 873 

foram subdivididos para as análises qualitativas (acúmulo das gotas lipídicas, atividade 874 

mitocondrial e a contagem do número total de células embrionárias), avaliação da taxa de 875 

eclosão até o D9, avaliação de criotolerância pela vitrificação, desvitrificação/reidratação e 876 

cultivo do D7 ao D9, ou avaliação das taxas de gestação subsequentes a transferência para 877 

receptoras previamente sincronizadas nos grupos selecionados com base nos resultados 878 

anteriores (G1, G4 e G5). 879 

 880 

2.3 Procedimentos experimentais  881 

 2.3.1 Coleta dos ovários e recuperação dos CCO imaturos 882 

A coleta dos ovários foi realizada em um abatedouro no município de Alta Floresta, 883 

MT. Após a coleta, os ovários de vacas da raça nelore (Bos taurus indicus), foram transportados 884 

em garrafa térmica com solução fisiológica, em temperatura ambiente, até o laboratório Norte 885 

Embryo, no mesmo município. 886 

Ao chegarem no laboratório, os ovários foram mantidos em temperatura de 38°C, em 887 

solução fisiológica, para a recuperação dos CCO imaturos através da aspiração folicular (Figura 888 

3), com o auxílio de seringa (10mL) e agulha hipodérmica descartável (40x1,20mm).  889 
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 890 
Figura 3. Aspiração folicular em ovário bovino. Fonte: Arquivo pessoal, 2022. 891 

 892 

O líquido folicular, com os CCO imaturos, foi depositado em tubo cônico (50mL), 893 

contendo 5mL de solução fisiológica, aquecida a 38°C. Para facilitar a identificação e 894 

recuperação dos CCO imaturos do fluído folicular aspirado, foi realizada a retirada de 15mL 895 

do sobrenadante, por quatro vezes, com o auxilio de solução fisiológica aquecida a 38°C, 896 

preservando o pelet (pequena porção) que continha os CCO imaturos. 897 

Apenas CCO de grau I e grau II (Figura 4), seguindo a classificação morfológica descrita 898 

por Viana et al. (2004), de acordo com o aspecto do citoplasma e do número de células do 899 

cumulus, foram recuperados e reservados. 900 

 901 

 902 
Figura 4. Oócitos bovinos imaturos (Grau I e II). Fonte: Arquivo pessoal, 2022. 903 
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2.3.2 Maturação in vitro (MIV) 904 

Os CCO imaturos selecionados foram lavados em meio de MIV (FIVX Apoyar Biotech, 905 

Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil) e distribuídos (no máximo 30 oócitos) para os tubos de 906 

poliestireno de fundo arredondado de 5mL, contendo o volume de 400μL de meio de MIV, 907 

recobertos por 200μL de óleo mineral (Figura 5), que foram mantidos em incubadora a 38°C, 908 

com 5,5 % de CO2 em ar atmosférico e 95% de umidade, sendo incubados por 22 horas. 909 

 910 

 911 
Figura 5. Tubo para maturação in vitro (MIV) de oócitos bovinos. Fonte: Acervo pessoal, 2023. 912 

 913 

2.3.3 Fecundação in vitro (FIV) 914 

Após 22 horas, as células do cumulus estavam visualmente expandidas (Figura 6). Os 915 

CCO foram retirados dos tubos e lavados em meio de FIV (FIVX Apoyar Biotech), e em seguida 916 

foram transferidos para gotas de 50μL de meio de FIV, em placas de Petri de 35x10mm, 917 

recobertas com óleo mineral. Para a fecundação, utilizou-se doses de sêmen de touros da raça 918 

Abeerdeen Angus, obtidas de centrais especializadas. 919 

 920 

 921 
Figura 6. Oócitos bovinos maturados. Fonte: Arquivo pessoal, 2023. 922 
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Foram utilizados gradientes com densidades de 40% e 80%, preparados com Pure Sperm 923 

(Nidacon®, Flöjelbergsgatan, Mölndal, SE) e meio de FIV, no qual os espermatozoides móveis 924 

foram obtidos por centrifugação do sêmen descongelado, por duas vezes, a 5.000 rpm, sendo a 925 

primeira centrifugação por cinco minutos e a segunda por três minutos. Por fim, os CCO 926 

maturados e os espermatozoides foram co-incubados por 18 a 22 horas, nas mesmas condições 927 

de ar atmosférico, temperatura e umidade da MIV. 928 

 929 

2.3.4 Cultivo in vitro (CIV) 930 

Para o início do cultivo, que é considerado o primeiro dia (D1) de desenvolvimento 931 

embrionário após a fecundação, os presumíveis zigotos foram submetidos à agitação mecânica, 932 

por pipetagem, por alguns segundos e também a subsequentes lavagens, para a remoção das 933 

células do cumulus e quaisquer sujidades presentes. 934 

Em seguida foram conduzidos para suas respectivas gotas, contendo 60µL de meio de 935 

CIV (FIVX Apoyar Biotech), em placas de Petri de 35x10mm, recobertas com óleo mineral 936 

(Figura 7), respeitando cada tratamento. O meio de CIV de referência (utilizado como controle 937 

negativo e como base para os demais meios suplementados) era constituído de SOF 938 

suplementado com 5µL/mL de antibiótico, 3mg/mL de BSA livre de ácido graxo (A6003, 100g, 939 

Sigma-Aldrich®) e 3µL/mL de antioxidante. No controle positivo, foi acrescentado 30µL/mL 940 

(3%) de SFB (12657-029, 500mL, Gibco® by Thermo Fisher Scientific, Waltham, 941 

Massachusetts, EUA). 942 

 943 

 944 
Figura 7. Placa de cultivo in vitro (CIV) de embriões bovinos. Fonte: Arquivo pessoal, 2023. 945 

https://www.google.com/search?sxsrf=APwXEdfTuE_3GCOc8TpzMHoQyPMpGS4wVA:1684633578577&q=Waltham&si=AMnBZoFk_ppfOKgdccwTD_PVhdkg37dbl-p8zEtOPijkCaIHMjrOwoPM9hDMB6S9ndin1hg2iYOJftIs7F6s0tPrPWnJTgovlvP3udfl4XdpoUGNfP7s4P_Qj1B2zQFVRpZqKvzU5cNNjldpmAupMVuSmqmih4hA1dsAnmUwlykyQZBBWogIiH-sT_HrYhrkeBR0TUuRn5S4&sa=X&ved=2ahUKEwiqhZyQpYX_AhX_pJUCHUj0D9IQmxMoAXoECFMQAw
https://www.google.com/search?sxsrf=APwXEdfTuE_3GCOc8TpzMHoQyPMpGS4wVA:1684633578577&q=Waltham&si=AMnBZoFk_ppfOKgdccwTD_PVhdkg37dbl-p8zEtOPijkCaIHMjrOwoPM9hDMB6S9ndin1hg2iYOJftIs7F6s0tPrPWnJTgovlvP3udfl4XdpoUGNfP7s4P_Qj1B2zQFVRpZqKvzU5cNNjldpmAupMVuSmqmih4hA1dsAnmUwlykyQZBBWogIiH-sT_HrYhrkeBR0TUuRn5S4&sa=X&ved=2ahUKEwiqhZyQpYX_AhX_pJUCHUj0D9IQmxMoAXoECFMQAw
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Os embriões dos ensaios preliminares foram cultivados em alta tensão de oxigênio (21% 946 

de O2). Em função dos resultados obtidos, os embriões do experimento foram cultivados em 947 

baixa tensão de oxigênio (5,5%), ambos em incubadora a 38°C, com 5,5% de CO2 em ar 948 

atmosférico e 95% de umidade. 949 

No terceiro dia de desenvolvimento (D3), foi realizado o primeiro feeding, que consiste 950 

na troca de 75% do meio de CIV, e as estruturas clivadas foram contabilizadas. No sexto dia de 951 

desenvolvimento embrionário (D6), foi realizado novamente o feeding e o momento em que os  952 

blastocistos desenvolvidos até este dia foram contabilizados.  953 

 954 

2.3.5 Envase e transferência de embriões 955 

No D7, uma amostra dos blastocistos expandidos de qualidade excelente ou boa, 956 

conforme classificação de Stringfellow & Seidel (1998), foram selecionados, envasados em meio 957 

de transferência embrionária (MTE, FIVX Apoyar Biotech) e posicionados no centro de uma 958 

palheta de 0,25mL para a transferência à fresco. A coluna central contendo o embrião é separada 959 

por duas colunas de ar em cada lado. Cada palheta recebe um lacre identificado com um número 960 

(Figura 8). 961 

 962 

 963 
Figura 8. Palhetas contendo os embriões bovinos, lacradas e identificadas. Fonte: Arquivo pessoal, 2023. 964 

 965 

O deslocamento dos embriões até a propriedade, na qual as receptoras sincronizadas 966 

foram inovuladas, ocorreu com o auxílio de um transportador, com cavidades para o alojamento 967 

das palhetas de forma individual, favorecendo o seu aquecimento (38°C) de forma homogênea. 968 

A transferência dos embriões foi realizada exclusivamente por um médico veterinário 969 

capacitado que, primeiramente, verificou se a fêmea tinha potencial para ser receptora, baseado 970 
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na presença do CL. As transferências seguiram os procedimentos adotados comercialmente, 971 

utilizando-se o método não cirúrgico. 972 

 973 

2.3.6 Criopreservação de embriões   974 

O método de criopreservação definido para avaliação dos embriões, no presente estudo, 975 

foi a vitrificação, pois não requer o uso de um aparelho de congelamento (abastecido com 976 

nitrogênio líquido), tornando a metodologia simples, rápida e barata. Utilizou-se os meios e o 977 

protocolo estabelecido pela empresa FIVX Apoyar Biotech, em 2017. 978 

O procedimento de vitrificação foi realizado no laboratório (previamente higienizado), 979 

com os meios de vitrificação em temperatura ambiente. Primeiramente, uma amostra dos 980 

embriões (com qualidade excelente) foi selecionada e os embriões lavados em duas gotas de 981 

100µL de meio de lavagem e diluição, seguido por lavagem em uma gota de 200µL de meio de 982 

vitrificação 1 (MV1) por 1 minuto, em rotação horária, seguido por mais 2 minutos em repouso, 983 

na mesma gota. 984 

Por fim, os embriões passaram por uma gota de 50µL de meio de vitrificação 2 (MV2) 985 

e foram levados até a haste – metade de uma palheta 0,25, com corte em forma de bisel  (Figura 986 

9), após 30 segundos, foram submergidos em nitrogênio líquido. Uma vez vitrificados, os 987 

embriões ficaram em nitrogênio líquido até o momento da desvitrificação (e reidratação). 988 

 989 

 990 
Figura 9. Haste para vitrificação. Fonte: Arquivo pessoal, 2023. 991 

 992 

2.3.7 Prova de eclosão de embriões em laboratório 993 

Para realização da prova de eclosão em laboratório, os embriões foram avaliados no D9 994 

de CIV (48 horas após o D7), para registro da taxa de eclosão. Os embriões à fresco 995 

permaneceram na mesma placa de CIV até as 72 horas. Para a prova de eclosão dos embriões 996 

criopreservados pelo método de vitrificação, foram desvitrificados (reidratados) através do 997 

protocolo estabelecido pela empresa FIVX Apoyar Biotech (2017). 998 

Conforme o protocolo da empresa, a haste que armazenava os embriões foi mergulhada 999 

em solução de desvitrificação 1 (SD1) por um minuto e na solução de desvitrificação 2 (SD2) 1000 

por cinco minutos, em seguida os embriões foram lavados em quatro gotas de 100µL de meio 1001 
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de CIV (Figura 10), para a retirada do excesso dos crioprotetores e açucares, e em seguida 1002 

colocados novamente em cultivo onde permaneceram por 48 horas em placas de cultivo. 1003 

 1004 

 1005 
Figura 10. Estação de trabalho para desvitrificação (reidratação). Fonte: Arquivo pessoal, 2023. 1006 

 1007 

2.3.8 Análise de atividade mitocondrial 1008 

A análise da atividade mitocondrial foi realizada conforme metodologia descrita por 1009 

Cañón-Beltrán et al. (2020), adaptada pelo grupo responsável pela análise, da Embrapa 1010 

Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasília, DF, Brasil. Embriões em estágio de 1011 

blastocisto expandido (BX), com qualidade excelente, durante o D7, foram lavados três vezes 1012 

em solução salina tamponada com fosfato (PBS), suplementado com 0,3% de álcool polivinílico 1013 

(PVA) (Figura 11). 1014 
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 1015 
Figura 11. Placa para lavagem dos blastocistos expandidos em PBS e PVA. Fonte: Arquivo pessoal, 2022. 1016 

 1017 

 Após a lavagem dos embriões, estes foram alocados em meio de cultivo suplementado 1018 

com 400nM de MitoTracker DeepRed (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA), por 30 minutos, 1019 

à 38,5°C. Ao término deste período, os embriões foram novamente lavados em PBS com 0,3% 1020 

de PVA e fixados em paraformaldeído 4%, por uma hora; em seguida, foram armazenados no 1021 

Laboratório de   PIVE (Norte Embryo) a 4°C em paraformaldeído a 1%, por até uma semana, 1022 

foram posteriormente encaminhadas para a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em 1023 

Brasília, para avaliação. 1024 

Após esse período de lavagem, coloração, fixação, armazenamento e transporte para a 1025 

avaliação da atividade mitocondrial, os embriões foram colocados, individualmente, em placas 1026 

de 35mm, em gotas de 4μL em solução anti-fade (SlowFade ™; Molecular Probes, Eugene, 1027 

OR, EUA), e avaliados em microscópio confocal (LSM Leica Sp8; New Orleans, LA, EUA) 1028 

(Figura 12). As imagens foram submetidas as mesmas condições microscópicas de dissecção a 1029 

laser, analisadas e foto documentadas pela objetiva 20x sob o Laser Argon 638, em um espectro 1030 

de fluorescência entre 625 a 665 nanômetros.  1031 
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 1032 
Figura 12. Realização de imagens com microscópio confocal. Fonte: Arquivo pessoal, 2022. 1033 

 1034 

Os embriões foram submetidos, um a um, a 30 cortes transversais, com intervalo de 2,96 1035 

µm. Uma imagem foi criada com todas as seções sobrepostas. Após a criação da imagem final 1036 

de cada embrião, elas foram analisadas no programa “ImageJ”. A quantificação foi realizada 1037 

levando em consideração sua área e densidade integrada (IntDen), que corresponde à 1038 

intensidade dos pixels detectados (cor vermelha) na imagem. 1039 

 1040 

2.3.9 Análise do acúmulo de gotas lipídicas  1041 

Para a análise do acúmulo de gotas lipídicas, conforme metodologia estabelecida por 1042 

Faria et al. (2021), utilizou-se os mesmos embriões lavados, corados com MitoTracker 1043 

DeepRed, fixados, armazenados e transportados para a Embrapa Recursos Genéticos e 1044 

Biotecnologia em Brasília, DF, para avaliação. 1045 

Após esse período, os embriões foram lavados duas vezes em PBS suplementado com 1046 

0,3% de polivinilpirrolidona (PVP), incubados por 30 minutos em PBS suplementado com 0,2% 1047 

de Triton e posteriormente, foram lavados três vezes em PBS com 0,3% de PVP e, em seguida, 1048 

corados com Bodipy 493/503 (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA; 20μg/ml, diluído em 50μL 1049 

de etanol absoluto e 950μL de PBS) (Figura 13), por uma hora. 1050 
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 1051 
Figura 13. Incubação em Triton e coloração com Bodipy. Fonte: Arquivo pessoal, 2022. 1052 

 1053 

Posteriormente, foram lavados três vezes em PBS com 0,3% de PVP, colocados 1054 

individualmente em placas de 35x10mm em gotas de 4μL em solução anti-fade (SlowFade; 1055 

Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) e avaliados em microscópio confocal de varredura. Todas 1056 

as imagens foram submetidas as mesmas condições microscópicas de dissecção a laser (LSM 1057 

Leica Sp8; New Orleans, LA, EUA). 1058 

Todas as amostras foram analisadas e foto-documentadas, utilizando-se objetiva 20x 1059 

sob o Laser Argon 488, para visualização das gotas lipídicas, em um espectro de fluorescência 1060 

entre 495 a 505 nanômetros. Os embriões foram submetidos, um a um, a 30 cortes transversais, 1061 

com intervalo de 2,96μm. Uma imagem foi criada com todas as seções sobrepostas, onde a 1062 

presença das gotas lipídicas fluorescentes (cor verde) foram identificadas. 1063 

Após a criação da imagem final de cada embrião, elas foram ajustadas em escala de cinza 1064 

pelo software “ImageJ” e o fundo corrigido. A quantificação dos lipídios foi baseada na razão 1065 

da área total do embrião. 1066 

 1067 

 2.3.10 Análise do número total de células embrionárias 1068 

Os mesmos embriões (selecionados conforme a similaridade no tamanho da expansão 1069 

da blastocele) corados com MitoTracker DeepRed e Bodipy 493/593 foram lavados em gotas 1070 

de PBS com 0,3% de PVP e, em seguida, foram corados com o Hoechst 33342 (10mg/ml), por 1071 

15 minutos. Após este período, foram novamente lavados e colocados entre uma lâmina e uma 1072 

lamínula de vidro e observados em microscópio de epifluorescência (Axioplan 2, Zeiss®, Jena, 1073 

Turíngia, Alemanha) (Figura 14). 1074 
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 1075 
Figura 14. Microscópio de epifluorescência (Axioplan 2, Zeiss®). Fonte: Lucas de Faria, 2023. 1076 

 1077 

Os filtros de onda de excitação de 350nm, com emissão de fluorescência em 461nm, 1078 

foi utilizado. O número total de células (cor azul) foi contabilizado. 1079 

 1080 

2.4 Análise estatística 1081 

Com o objetivo de avaliar o efeito dos grupos e réplicas, os dados expressos em médias 1082 

e porcentagens foram assumidos como variáveis quantitativas contínuas e foram testadas 1083 

quanto ao padrão de distribuição e submetidas à ANOVA usando os procedimentos Glimmix 1084 

do SAS (SAS Studio 3.8, Edição Universitária; SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). Na 1085 

ausência de efeito de réplica, e para os demais dados percentuais, as diferenças foram 1086 

comparadas utilizando-se o método do Qui-quadrado. 1087 

As diferenças entre as médias foram comparadas com o teste de Tukey. Um valor P de < 1088 

0,05 foram considerados significativos. Os resultados são apresentados como média ± EPM.   1089 
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3. RESULTADOS  1090 

3.1 Ensaios preliminares 1091 

Ensaio 1: Substituição do BSA e SFB por YE 100 % 1092 

Os resultados obtidos no primeiro ensaio mostram (Tabela 3) uma menor taxa de 1093 

clivagem (44,2% vs. 71,7%) e ausência do desenvolvimento embrionário em D6 (0%) e em D7 1094 

(0%), quando os zigotos foram cultivados em meio sem BSA e SFB, apenas acrescido de 1095 

10mg/mL de YE (G1: YE 100%, sem BSA e SFB). 1096 

 1097 

G1: SOF acrescido de YE (10mg/mL - 100%), sem BSA e SFB; G2: SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e SFB 1098 
(30µL/mL - 3%). *Três réplicas foram utilizadas para casa tratamento. Resultados para D3, D6 e D7 em %. a, b: 1099 
P<0,0001 (Qui-quadrado). 1100 
 1101 

Ensaio 2: Substituição do SFB por YE 100 %, com BSA 1102 

De forma similar ao primeiro ensaio, observou-se (Tabela 4) menor taxa de clivagem 1103 

(37,8% vs. 73,7%) e ausência de desenvolvimento embrionário em D6 (0%) e em D7 (0%), 1104 

quando os zigotos foram cultivados em meio sem SFB, acrescido de 10mg/mL de YE e 3mg/mL 1105 

de BSA (G1: YE 100%). 1106 

 1107 

G1: SOF acrescido de YE (10mg/mL – 100%) e BSA (3mg/mL), sem SFB; G2: SOF acrescido de BSA (3mg/mL) 1108 
e SFB (30µL/mL – 3%). *Três réplicas foram utilizadas para cada tratamento. Resultados para D3, D6 e D7 em 1109 
%. a, b: P<0,0001 (Qui-quadrado). 1110 
 1111 

Ensaio 3: Curva dose-resposta (YE 100, 75, 50, 25, 10 e 1%), com BSA 1112 

Observou-se (Tabela 5) que concentrações de YE iguais ou inferiores a 25% resultavam 1113 

em taxas de clivagem semelhantes às obtidas no controle positivo, com SFB (G1).  1114 

Tabela 3. Ensaio 1: Substituição do BSA e SFB por YE 100 % – Clivagem (D3) e blastocistos (D6 e D7). 

GRUPO* 

CCO 

 (N) 

CIV  

(N) 

D3 

 (N) 

D3 

 (%) 

D6  

(N) 

D6  

(%) 

D7 

 (N) 

D7 

 (%) 

G1: YE 100%, sem BSA e SFB 450 425 188 44,2ª 0 0,0 0 0,0 

G2: CP 840 792 568 71,7b 165 20,8 284 35,9 

Tabela 4. Ensaio 2: Substituição do SFB por YE 100 %, com BSA – Clivagem (D3) e blastocistos (D6 e D7). 

GRUPO* 

CCO  

(N) 

CIV  

(N) 

D3  

(N) 

D3 

 (%) 

D6  

(N) 

D6 

 (%) 

D7  

(N) 

D7 

 (%) 

G1: YE 100% 400 386 146 37,8ª 0 0,0 0 0,0 

G2: CP 870 855 630 73,7b 183 21,4 360 42,1 
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SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: G1: SFB (30µL/mL – 3%); G2: sem suplementação; G3: YE (10mg/mL - 1115 
100%); G4: YE (7,5mg/mL - 75%); G5: YE (5,0mg/mL - 50%); G6: YE (2,5mg/mL - 25%); G7: YE (1mg/mL - 1116 
10%); G8: YE (0,1mg/mL - 1%). *Duas réplicas foram utilizadas para cada tratamento. a, b, c: P<0,05 (Qui-1117 
quadrado ou Teste Exato de Fisher). 1118 
 1119 

A avaliação qualitativa (subjetiva) também sugere que concentração menores (25, 10 e 1120 

1%) de YE  apresentaram padrão de clivagem similar ao controle positivo (G1) (Figura 15). 1121 

 1122 

  1123 
Figura 15 (A-H). Imagens da clivagem no terceiro dia de CIV, no ensaio 3. Os embriões foram cultivados em SOF 1124 
acrescido de BSA (3mg/mL) e: A: SFB (30µL/mL – 3%); B: sem suplementação; C: YE (10mg/mL - 100%); D: 1125 
YE (7,5mg/mL - 75%); E: YE (5,0mg/mL - 50%); F: YE (2,5mg/mL - 25%); G: YE (1mg/mL - 10%); H: YE 1126 
(0,1mg/mL - 1%). 1127 
 1128 

A avaliação dos blastocistos ocorreu nos D6 e D7. Os resultados mostram que a 1129 

concentração de YE de 1% apresentou taxa de blastocisto semelhante à do CIV apenas com 1130 

BSA (CN), e superior aos cultivos com YE em concentrações acima de 10%, porém inferiores 1131 

ao do grupo suplementado com SFB (G1), conforme ilustrado na Figura 16. 1132 

Tabela 5.  Ensaio 3: Curva dose-resposta, com BSA – Clivagem (D3) e blastocistos (D6 e D7). 

GRUPO* 

CCO 

(N) 

CIV 

(N) 

D3 

(N) 

D3 

(%) 

D6 

(N) 

D6 

(%) 

D7 

(N) 

D7 

(%) 

G1: CP 95 93 68 73,1ab 28 30,1 43 46,2ª 

G2: CN 66 60 42 70,0ab 2 3,3 4 6,7b 

G3: YE 100% 96 78 29 37,2c 0 0,0 0 0,0c 

G4: YE 75% 96 86 54 62,8b 0 0,0 0 0,0c 

G5: YE 50% 96 88 55 62,5b 0 0,0 0 0,0c 

G6: YE 25% 96 93 72 77,4ª 0 0,0 0 0,0c 

G7: YE 10% 96 91 63 69,2ab 0 0,0 1 1,1bc 

G8: YE 1% 96 91 74 81,3a 0 0,0 4 4,4b 
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 1133 
Figura 16 (A-D). Imagens dos blastocistos no sétimo dia de CIV, no ensaio 3. Os embriões foram cultivados em 1134 
SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: A: SFB (30µL/mL – 3%); B: sem suplementação; C: YE (1mg/mL – 10%); 1135 
D: YE (0,1mg/mL – 1%). 1136 
 1137 

3.2 Experimento: Uso do YE no CIV  1138 

A Tabela 6 apresenta os resultados da PIVE com as diferentes estratégias de 1139 

suplementação no CIV testadas. Não foram observadas diferenças nas taxas de clivagem entre 1140 

os grupos (81,9%±1,1a; 76,1%±1,3a; 84,1%±1,0a; 82,4%±0,8a e 80,9%±0,8a para G1, G2, G3, 1141 

G4 e G5, respectivamente; P=0,6424). O grupo que recebeu YE até o D3 e SFB até D9 (G4: 1142 

47,4%±0,8a) apresentou taxa de blastocisto semelhante (P>0,05) ao grupo suplementado com 1143 

SFB do início ao fim do CIV (G1: 43,6%±0,9ab), porém maiores (P=0,0016) que nos grupos 1144 

nos quais o CIV ocorreu sem SFB (G2: 29,8%±0,7b; G3: 32,8%±0,6b e G5: 30,0%±0,9b).  1145 

As taxas de eclosão no grupo suplementado com SFB durante todo o CIV (G1: 1146 

74,0%±0,8a), suplementados com YE 1% durante todo o CIV (G3: 61,8%±0,7ab), 1147 

suplementado com YE 1% até o D3 e com (G4: 76,0%±0,8a) ou sem (G5: 70,0%±0,8a) SFB 1148 

até o D9 foram semelhantes (P>0,05). Os grupos G1, G4 e G5 obtiveram taxas maiores 1149 

(P=0,0001) em relação ao obtido no grupo sem suplementação (G2: 48,2%±0,5b). 1150 
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SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: G1: 30µL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; G2: sem suplementação em todo 1151 
o CIV; G3: 0,1mg/mL (1%) de YE em todo o CIV; G4: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e 30µL/mL (3%) de SFB 1152 
até o D9; G5: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementação até o D9. *Nove réplicas foram utilizadas 1153 
para cada tratamento. Valores com diferentes letras sobrescritas, na mesma coluna, diferem (P<0,05). 1154 
 1155 

A avaliação qualitativa subjetiva do desenvolvimento embrionário em D7 mostrou que, 1156 

independentemente da taxa de conversão dos presumíveis zigotos em blastocistos, todos os 1157 

grupos (G1, G2, G3, G4 e G5) apresentaram blastocistos com boa expansão de blastocele (BX) 1158 

e qualidade morfológica excelente, de acordo com a classificação de Stringfellow & Seidel 1159 

(1998). Imagens representativas dos blastocistos em D7 dos cincos grupos são mostrados na 1160 

Figura 17. 1161 

 1162 

  1163 
Figura 17 (A-E). Imagens dos blastocistos no sétimo dia de CIV. Os embriões foram cultivados em SOF acrescido 1164 
de BSA (3mg/mL) e: A: 30µL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; B: sem suplementação em todo o CIV; C: 1165 
0,1mg/mL (1%) de YE em todo o CIV; D: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e 30µL/mL (3%) de SFB até o D9; E: 1166 
0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementação até o D9. 1167 
 1168 

A avaliação qualitativa subjetiva do desenvolvimento embrionário à fresco, em D9, 1169 

mostrou blastocistos eclodidos (BE), apresentando MCI compacta em um polo, dentro do 1170 

trofoblasto completo, conforme descrição de Vejlsted et al. (2006), para G1, G2, G3, G4 e G5, 1171 

ilustrados na Figura 18 (A-E), respectivamente. 1172 

 1173 

1174 
Figura 18 (A-E). Imagens dos blastocistos no nono dia de CIV. Os embriões foram cultivados em SOF acrescido 1175 
de BSA (3mg/mL) e: A: 30µL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; B: sem suplementação em todo o CIV; C: 1176 

Tabela 6. Experimento: Uso do YE no CIV – Clivagem (D3), blastocistos (D6 e D7) e eclosão (D9). 

GRUPO* 
CCO 

(N) 
CIV 

(N) 
D3 

(N) 

D3  

(%) 
D6 

(N) 
D6 

 (%) 
D7  

(N) 
D7  

(%) 
D9  

(N) 
D9  

(%) 

G1: CP 297 282 231 81,9±1,1
a

 92 33,6±0,6
a

 123 43,6±0,9
ab

 91 74,0±0,8
a

 

G2: CN 297 285 217 76,1±1,3
a

 40 14,0±0,4
b
 85 29,8±0,7

b
 41 48,2±0,5

b
 

G3: YE 1% 288 271 228 84,1±1,0
a

 27 10,0±0,3
b
 89 32,8±0,6

b
 55 61,8±0,7

ab

  

G4: YE 1% + CP 288 272 224 82,4±0,8
a

 89 32,7±0,7
a

 129 47,4±0,8
a

 98 76,0±0,8
a

 

G5: YE 1% + CN 288 267 216 80,9±0,8
a

 27 10,1±0,7
b
 80 30,0±0,9

b
 56 70,0±0,8

a

 

Valor-P    0,6424  0,0001  0,0016  0,0001 
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0,1mg/mL (1%) de YE em todo o CIV; D: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e 30µL/mL (3%) de SFB até o D9; 1177 
G5: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementação até o D9. 1178 
 1179 
 1180 

3.3 Análises qualitativas 1181 

3.3.1 Atividade Mitocondrial 1182 

Não houve diferença (P>0,05) entre os grupos para atividade mitocondrial 1183 

(26.759±3.08; 32.982±2.870; 26.019±2.442; 31.388±2.172 e 26.225±2.336; para G1 (n=19), 1184 

G2 (n=19), G3 (n=18), G4 (n=19) e G5 (n=17), respectivamente; P=0,1907), estimada com 1185 

base na quantificação da intensidade do sinal de fluorescência (Figura 19). 1186 

 1187 
Figura 19. Intensidade de fluorescência mitocondrial (IFM) em embriões no sétimo dia de CIV. Os embriões 1188 
foram cultivados em SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: G1: 30µL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; G2: sem 1189 
suplementação em todo o CIV; G3: 0,1mg/mL (1%) de YE em todo o CIV; G4: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 1190 
e 30µL/mL (3%) de SFB até o D9; G5: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementação até o D9. *Quatro 1191 
réplicas foram utilizadas para cada tratamento. Resultados para IFM foram apresentados como média ± EPM. a: 1192 
Valores com letras iguais sobrescritas não diferem (P>0,05). 1193 
 1194 

Imagens representativas dos blastocistos durante o D7, corados com MitoTracker 1195 

DeepRed, dos cincos grupos, com intensidade de fluorescência mitocondrial semelhantes, estão 1196 

demonstradas na Figura 20 (A-E). 1197 

 1198 

 1199 
Figura 20 (A-E). Imagens dos blastocistos no sétimo dia de CIV, corados com MitoTracker DeepRed, observados 1200 
em microscópio confocal. Os embriões foram cultivados em SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: A: 30µL/mL 1201 
(3%) de SFB em todo o CIV; B: sem suplementação em todo o CIV; C: 0,1mg/mL (1%) de YE em todo o CIV; 1202 
D: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e 30µL/mL (3%) de SFB até o D9; E: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem 1203 
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suplementação até o D9. 1204 
 1205 

3.3.2 Acúmulo de gotas lipídicas 1206 

Os resultados da avaliação do acúmulo de gotas lipídicas estão demonstrados na Figura 1207 

21. Embriões cultivados sem suplementação com SFB ou YE (G2; n=20; 7,6%±1,1a) 1208 

apresentaram menor (P=0,0001) acúmulo de gotículas lipídicas do que aqueles suplementados 1209 

com SFB durante todo o CIV (G1; n=19; 14,8%±1,3bc) ou após o feeding com SFB no D3 e 1210 

D6 de CIV (G4; n=19; 17,2%±2,3c), mas também do que no grupo que recebeu apenas YE (G3; 1211 

n=17; 15,5%±1,5bc). Contudo, o G2 não diferiu do grupo no qual o YE 1% é suplemetando 1212 

apenas até o D3 (G5; n=17, 9,6%±1,2ab). 1213 

 1214 
Figura 21. Acúmulo de gotas lipídicas em embriões no sétimo dia de CIV. Os embriões foram cultivados em SOF 1215 
acrescido de BSA (3mg/mL) e: G1: 30µL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; G2: sem suplementação em todo o 1216 
CIV; G3: 0,1mg/mL (1%) de YE em todo o CIV; G4: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e 30µL/mL (3%) de SFB 1217 
até o D9; G5: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementação até o D9. *Quatro réplicas foram utilizadas 1218 
para cada tratamento. Os resultados são a porcentagem ± EPM. a, b, c: Valores com diferentes letras sobrescritas 1219 
diferem (P<0,05). 1220 
 1221 

Imagens representativas dos blastocistos durante o D7, corados com Bodipy, mostram 1222 

menor (G2, Figura 22B; e G5, Figura 22E) e maior (G1, G3 e G4, Figuras 22A, C e D) conteúdo 1223 

lipídico. 1224 

 1225 

 1226 
Figura 22 (A-E). Imagens dos blastocistos no sétimo dia de CIV, corados com Bodipy, observados em 1227 
microscópio confocal. Os embriões foram cultivados em SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: A: 30µL/mL (3%) 1228 
de SFB em todo o CIV; B: sem suplementação em todo o CIV; C: 0,1mg/mL (1%) de YE em todo o CIV; D: 1229 
0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e 30µL/mL (3%) de SFB até o D9; E: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem 1230 
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suplementação até o D9. 1231 
 1232 

3.3.3 Contagem do número total de células embrionárias 1233 

Não foram observadas diferenças (P>0,05) no número total de células embrionárias entre 1234 

os grupos (141±10,0; 147±8,8; 164±8,9; 153±10,0 e 141±9,0, para G1 (n=17), G2 (n=18), G3 1235 

(n=16), G4 (n=15) e G5 (n=18), respectivamente; P=0,3969) (Figura 23). 1236 

 1237 
Figura 23. Contagem do número total de células em embriões no sétimo dia de CIV. Os embriões foram cultivados 1238 
em SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: G1: 30µL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; G2: sem suplementação em 1239 
todo o CIV; G3: 0,1mg/mL (1%) de YE em todo o CIV; G4: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e 30µL/mL (3%) 1240 
de SFB até o D9; G5: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementação até o D9. *Quatro réplicas foram 1241 
utilizadas para cada tratamento. Os resultados são a média ± EPM. a: Valores com letras iguais sobrescritas não 1242 
diferem (P>0,05). 1243 
 1244 

Imagens representativas dos blastocistos durante o D7, corados com Hoechst 33342, dos 1245 

cincos grupos, com número total de células semelhantes, são mostradas na Figura 24. 1246 

 1247 

 1248 
Figura 24 (A-E). Imagens dos blastocistos no sétimo dia de CIV, corados com Hoechst 33342, observados em 1249 
microscópio de epifluorescência. Os embriões foram cultivados em SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: A: 1250 
30µL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; B: sem suplementação em todo o CIV; C: 0,1mg/mL (1%) de YE em todo 1251 
o CIV; D: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e 30µL/mL (3%) de SFB até o D9; E: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 1252 
e sem suplementação até o D9. 1253 
 1254 
3.3.4. Vitrificação 1255 

Os resultados obtidos mostram (Figura 25) maiores taxas de eclosão após a vitrificação, 1256 

seguido por reidratação dos blastocistos, quando o SFB foi usado ao longo de todo CIV 1257 
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(78,9%±6,0 vs. 39,4%±7,0; 46,6%±7,0; 51,3%±8,0 e 32,8%±8,0, para G1 (76/70) vs. G2 1258 

(71/28), G3 (73/34), G4 (76/39) e G5 (64/21), respectivamente; P=0,0001). 1259 

 1260 
Figura 25. Taxa de eclosão no nono dia de CIV, após desvitrificação (reidratação). Os embriões foram cultivados 1261 
em SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: G1: 30µL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; G2: sem suplementação em 1262 
todo o CIV; G3: 0,1mg/mL (1%) de YE em todo o CIV; G4: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e 30µL/mL (3%) 1263 
de SFB até o D9; G5: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementação até o D9. *Nove réplicas foram 1264 
utilizadas para cada tratamento. Resultados para embriões vitrificados/desvitrificados foram apresentados em 1265 
porcentagem ± EPM. a, b: Valores com diferentes letras sobrescritas diferem (P<0,05). 1266 
 1267 

Imagens representativas dos blastocistos em contração osmótica, após reidratação em 1268 

D7, dos cincos grupos, são mostrados na Figura 26 (A-E). 1269 

 1270 

 1271 
Figura 26 (A-E). Imagens dos blastocistos no sétimo dia de CIV, após desvitrificação (reidratação). Os embriões 1272 
foram cultivados em SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: A: 30µL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; B: sem 1273 
suplementação em todo o CIV; C: 0,1mg/mL (1%) de YE em todo o CIV; D: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e 1274 
30µL/mL (3%) de SFB até o D9; E: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementação até o D9. 1275 
 1276 

A avaliação qualitativa subjetiva do desenvolvimento embrionário após reidratação, em 1277 

D9, mostrou blastocistos fora da ZP (BE), apresentando MCI compacta em um polo, dentro do 1278 

trofoblasto completo, conforme descrição de Vejlsted et al. (2006), para o G1 e G4, 1279 

suplementados com SFB (Figuras 27A e 27D).  1280 
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No G3 nota-se blastocistos degenerados (Figura 27C); e no G2 e G5 nota-se (Figuras 1281 

27B e 27E), blastocistos eclodidos, em maioria, de qualidade regular, apresentando maior 1282 

número de alterações morfológicas ou extrusões celulares. 1283 

 1284 

 1285 
Figura 27 (A-E). Imagens dos blastocistos no nono dia de CIV, após desvitrificação (reidratação). Os embriões 1286 
foram cultivados em SOF acrescido de BSA (3mg/mL) e: A: 30µL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; B: sem 1287 
suplementação em todo o CIV; C: 0,1mg/mL (1%) de YE em todo o CIV; D: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e 1288 
30µL/mL (3%) de SFB até o D9; E: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementação até o D9. 1289 
 1290 

3.3.5 Taxa de gestação 1291 

Com base nos resultados anteriores, três grupos foram selecionados para TE: G1 1292 

(29/17); G4 (50/29) e G5 (17/10). Não houve diferença nas taxas de gestação subsequentes 1293 

(58,6±10,0; 58,0±7,0 e 58,8±12,0, respectivamente; P=0,9738), conforme demonstrado na 1294 

Figura 28. 1295 

 1296 
Figura 28. Diagnóstico de gestação aos 28 dias. Os embriões foram cultivados em SOF acrescido de BSA 1297 
(3mg/mL) e: G1: 30µL/mL (3%) de SFB em todo o CIV; G4: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e 30µL/mL (3%) 1298 
de SFB até o D9; G5: 0,1mg/mL (1%) de YE até o D3 e sem suplementação até o D9. *Uma réplica foi utilizada 1299 
para cada tratamento. Resultados para prenhez foram apresentados em porcentagem ± EPM. a: Valores com letras 1300 
iguais sobrescritas não diferem (P>0,05).  1301 
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4. DISCUSSÃO 1302 

O SFB é largamente utilizado em sistemas de PIVE comerciais. Diversos estudos, 1303 

contudo, vêm evidenciando problemas associados ao uso do SFB, como distúrbios no 1304 

metabolismo e no padrão de expressão gênica embrionários, com consequentes alterações 1305 

fenotípicas relacionadas, por exemplo, segundo Crocco et al. (2013), à menor criotolerância. 1306 

Desta forma, torna-se necessária a busca por alternativas para substituir ou reduzir o uso 1307 

do SFB. A hipótese central do presente estudo é se SFB poderia ser totalmente ou parcialmente 1308 

substituído por YE, uma nova fonte de macromoléculas, durante o cultivo in vitro de embriões 1309 

bovinos. Como não foram encontrados registros anteriores do uso de YE em sistemas de PIVE 1310 

na literatura, foi necessário a realização de ensaios preliminares para avaliar a toxidade 1311 

potencial e a concentração a ser eventualmente utilizada.  1312 

Os resultados dos ensaios preliminares demonstraram que concentrações de YE 1313 

superiores a 25% (2,5mg/mL) comprometeram o desenvolvimento embrionário, com 1314 

paralisação do metabolismo logo nas primeiras divisões mitóticas, conforme observado nas 1315 

taxas de clivagem. De fato, a morfologia dos embriões observada após as primeiras clivagens 1316 

é um marcador de qualidade embrionária muito utilizado na reprodução assistida em humanos 1317 

(FENWICK, et al., 2002; LEMMEN, et al., 2008).  1318 

Em bovinos, diversos autores (LONERGAN, et al., 1999; LONERGAN, et al., 2000; 1319 

LUNDIN et al., 2001; FENWICK, et al., 2002; VAN MONTFOORT et al., 2004)  1320 

demonstraram  que zigotos que  clivam  precocemente, entre 28 a 32 horas após a fecundação 1321 

são mais propensos a atingir o estágio de blastocisto e possuem melhor qualidade, caracterizada 1322 

por menor grau de fragmentação, menor taxa de blastômeros irregulares, maior contagem de 1323 

blastômeros, menor índice de células mortas, bem como maior sobrevivência após a 1324 

criopreservação. Além disso, mostram uma incidência reduzida de aberrações cromossômicas 1325 

(MUNNE & COHEN, 1998; MAGLI et al., 2007) e um nível mais alto de transcrições de genes 1326 

importantes para o desenvolvimento (GUTIERREZ-ADAN et al., 2004). 1327 

Contudo, o baixo resultado do grupo controle negativo (apenas com BSA) e do grupo 1328 

com concentração de YE a 1% (0,1mg/mL), no ensaio preliminar 3, em alta tensão de oxigênio 1329 

(21% de O2), levou a adoção de baixa tensão de oxigênio (5,5% de O2) nos cultivos 1330 

subsequentes, pois de fato, o uso dessa maior tensão de oxigênio resultou em uma conversão 1331 

de blastocistos em D7 similar a relatada na literatura (LONERGAN et al., 1999). Acredita-se 1332 

que a sobrecarga oxidativa afete a taxa de blastocistos, devido ao elevado percentual de morte 1333 

celular (YOON et al., 2014). Além dos bovinos (LONERGAN et al., 1999), a redução da 1334 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/zygote
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/insemination
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/insemination
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/blastomere
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concentração de oxigênio durante o CIV melhorou a taxa de blastocistos de camundongos 1335 

(UMAOKA et al., 1992). 1336 

Adicionalmente, a suplementação do meio de CIV com YE 1% em baixa tensão de 1337 

oxigênio nas demais réplicas, não comprometeu nenhum dos indicadores quantitativos de 1338 

produção, quando comparados aos grupos controle. Todos os grupos suplementados com YE 1339 

1%, sob baixa tensão de oxigênio, foram capazes de produzir blastocistos de qualidade 1340 

morfológica excelente e com boa expansão de blastocele (BX), que é um indicativo de 1341 

qualidade e associado a maiores taxas de prenhez (FARIN et al., 2004). 1342 

Os potenciais efeitos benéficos da adição de macromoléculas nas taxas de clivagem, 1343 

produção e eclosão à fresco, dependem do período do CIV em que a suplementação proteica é 1344 

usada. Desta forma, no presente estudo avaliou não apenas o efeito da substituição total SFB 1345 

por YE (G3), mas também do seu uso em um sistema sequencial (parcial), através do feeding, 1346 

uma eventual troca da suplementação (G4 e G5), buscando suprir as necessidades fisiológicas 1347 

dos embriões em seus diferentes estágios do desenvolvimento. 1348 

Os resultados obtidos confirmaram a hipótese, uma vez que é possível a substituição 1349 

total do SFB por YE 1% durante todo os CIV (G3) e a substituição parcial do SFB por YE 1%, 1350 

até o D3 (G4 e G5) sem prejuízo nas taxas de blastocisto no D7. Maiores taxas de blastocistos 1351 

são esperadas em cultivos suplementados com SFB, quando comparados aos que utilizam 1352 

apenas BSA como fonte de macromoléculas (LEIVAS et al. 2011), conforme observado 1353 

também no presente estudo. 1354 

Adicionalmente, as taxas de eclosão à fresco e de gestação obtidas com o uso do YE em 1355 

sistema sequencial com (G4) e mesmo sem SFB (G5) resultaram em taxas eclosão e de prenhez 1356 

aos 28 dias de gestação, respectivamente, semelhante às obtidas com o sistema padrão do 1357 

laboratório, que usa 3% de SFB em todo os CIV (G1). Os resultados mostram que, YE 1% 1358 

adicionado ao CIV, não causa diferença na intensidade de fluorescência mitocondrial ou no 1359 

número total de células embrionárias, quando comparados com embriões produzidos com SFB 1360 

ou sem suplementação, sugerindo que a atividade mitocondrial foi preservada e não houve 1361 

prejuízo ao crescimento embrionário, respectivamente. A contagem do número total de células 1362 

em embriões produzidos in vitro tem sido utilizada como indicador da qualidade embrionária, 1363 

por proporcionarem maiores chances de sucesso gestacional (CAIXETA et al., 2017; 1364 

GUIMARÃES et al., 2015; CORRÊA et al. 2008; PEREIRA et al., 2005). 1365 

Contudo, embriões cultivados na ausência de SFB podem apresentar menor acúmulo de 1366 

gotas lipídicas, conforme observado nos resultados do grupo controle negativo (G2) e do 1367 

suplementado com YE 1% até o D3 sem SFB (G5) do presente estudo. Por outro lado, 1368 
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curiosamente, o uso do YE 1% em todo o CIV (G3) resultou em um acúmulo de lipídios 1369 

semelhante ao observado no controle positivo (G1). Os resultados dos grupos com meio 1370 

sequencial sugerem ainda um possível efeito aditivo do acúmulo de lipídios decorrente do YE 1371 

e do SFB (G3). Esse resultado evidencia um efeito do YE, independente do uso de BSA no 1372 

meio base utilizado em todos os cultivos. Contudo trata-se de um efeito indesejável, na 1373 

perspectiva da busca de um potencial substituto total para o SFB. 1374 

Curiosamente e contradizendo os resultados de Rizos et al. (2003), a ausencia de 1375 

suplementação com SFB, mesmo resultando em menor acúmulo de conteúdo lipidico 1376 

citoplasmático, foi associada à redução na criotolerância dos embriões, conforme evidenciado 1377 

pela taxa de eclosão dos blastocistos após a vitrificação-reidratação. De fato, maiores taxas de 1378 

eclosão após vitrificação-reidratação foram obtidas quando o SFB foi usado durante todo o 1379 

CIV, sugerindo que a criotolerância é afetada por outros fatores além do acúmulo de lipídios, 1380 

por exemplo, insuficiencia de nutrientes ou erro na transcrição de genes importantes. Segundo 1381 

VAJTA et al. (1999), é necessária a suplementação sérica para eclosão de blastocistos 1382 

reidratados.  1383 

Em resumo, o sistema de cultivo sequencial, YE 1% até D3 sem SFB (G5), ou seja, sem 1384 

suplementação sérica no CIV, não causou prejuízo nas taxas de blastocistos, eclosão à fresco 1385 

ou de prenhez, reduziu o acúmulo de lipídio citoplasmático; contudo, ainda que esse não tenha 1386 

sido um fator determinante, também reduziu a criotolerância dos embriões. Essas informações 1387 

podem fornecer indicações para futuros estudos visando o uso do YE na PIVE em bovinos.  1388 



 
72 

 

5. CONCLUSÃO 1389 

• O YE pode ser utilizado como suplemento em meios de CIV de embriões bovinos, associado 1390 

a BSA (3mg/mL), desde que em concentrações inferiores a 10% (1mg/mL). Em outras 1391 

condições, o YE apresentou toxidade para os embriões, comprometendo seu 1392 

desenvolvimento; 1393 

 1394 

• O uso do YE como suplemento, na ausência de SFB, resulta em taxas semelhantes às obtidas 1395 

apenas com BSA, porém o YE causa maior acúmulo de lipídios no citoplasma; 1396 

 1397 

• Não há evidências de que a substituição parcial do SFB por YE 1% comprometa o 1398 

desenvolvimento embrionário ou as taxas de gestação pós-transferência à fresco.  1399 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 1400 

Baseado nos resultados quantitativos e qualitativos obtidos nesta dissertação, a 1401 

suplementação com YE 1% em sistema de cultivo sequencial não comprometeu o 1402 

desenvolvimento embrionário, as taxas de eclosão à fresco ou as taxas de gestação pós-1403 

transferência.  1404 

Porém, seu potencial uso como fonte proteica alternativa para o SFB, durante o cultivo 1405 

in vitro em bovinos deve considerar o acúmulo lipídico citoplasmático, reduzindo as vantagens 1406 

desta fonte de macromoléculas.  1407 
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