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RESUMO 
 
 

EFEITO DE AGENTES DELIPIDANTES DURANTE O CULTIVO NO 
DESENVOLVIMENTO EMBRIONÁRIO E CONTEÚDO LIPÍDICO DE EMBRIÕES 

BOVINOS PRODUZIDOS IN VITRO 

 
Luzia Renata Oliveira Dias1; Ivo Pivato1 

1Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinária, Universidade de Brasília - DF 

 
 

A criopreservação de embriões produzidos in vitro (PIV) é afetada pelas altas concentrações 
de gotículas lipídicas que se acumulam no interior dos blastômeros. A remoção parcial de 
lipídios intracitoplasmáticos, por estímulo da lipólise química no citoplasma celular ou pela 
diminuição da captação e síntese de ácidos graxos pelas células, pode ser uma alternativa para 
melhorar a criopreservação desses embriões. Neste sentido, objetivou-se estimar o efeito de 
alguns agentes delipidantes, L-carnitina e o isômero trans-10 cis-12 do ácido linoleico 
conjugado (CLA), durante o cultivo na quantidade, qualidade e conteúdo lipídico de embriões 
bovinos produzidos in vitro. Foram utilizados 2.448 ovócitos de grau 1 e 2 obtidos de ovários 
de abatedouro, que foram maturados in vitro por 24h a 38,5ºC, 5% de CO2. Após a co-
incubação dos complexos cumulus ovócitos (COC) com os espermatozoides (16-18 horas), os 
possíveis zigotos foram distribuídos em quatro tratamentos: T1) Controle (n=616): meio 
fluido de oviduto sintético (SOF), suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB); T2) L-
carnitina (n=648): meio SOF suplementado com 5% de SFB, acrescido de 0,6 mg mL-1de L-
carnitina; T3) CLA (n=627): meio SOF suplementado com 5% de SFB, acrescido de 100 µM 
de trans-10 cis-12 CLA; e T4) L-carnitina+CLA (n=597): meio SOF suplementado com 5% 
de SFB, acrescido de 0,6 mg mL-1de L-carnitina e 100 µM de trans-10 cis-12 CLA. As taxas 
de clivagem e blastocisto foram avaliadas no dia 2 e dia 7 de cultivo e, os blastocistos 
expandidos (Bx) foram armazenados para quantificação de lipídios utilizando o corante Sudan 
Black B. Os dados de produção de embriões foram analisados pelo teste Chi-quadrado 
(P<0,05) e os de quantificação de lipídios por análise de variância (ANOVA) (P<0,05). A 
taxa de clivagem foi semelhante (P>0,05) entre todos os tratamentos (T1=95±4,3; T2=95±3,5; 
T3=95±3,7 e T4=95±3,1). A taxa de blastocisto foi superior (P<0,05) no grupo controle do 
que nos demais tratamentos que não diferiram (P>0,05) entre si tanto no D6 (T1=19±2,7; 
T2=13±2,4; T3=14±2,6 e T4=13±2,6), quanto no D7 (T1=49±3,5; T2=39±3,0; T3=42±3,9 e 
T4=39±3,9). Não foi observada diferença entre os tratamentos (P>0,05) quanto à velocidade 
de desenvolvimento, sendo que em todos os grupos a maioria dos embriões de D7 
encontravam-se no estágio de blastocisto expandido. Os embriões do T2 apresentaram menor 
quantidade de lipídios no citoplasma do que os de T1 (P=0,0138) e de T3 (P=0,0261), sendo 
que os do T4 foram semelhantes (P>0,05) aos demais tratamentos. Os resultados obtidos 
indicaram que a suplementação com agentes delipidantes não afeta a qualidade, mas afeta 
negativamente a produção de embriões. Entretanto, a presença de L-carnitina durante o 
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cultivo in vitro (CIV) diminuiu a quantidade de lipídios sugerindo que sua utilização pode 
resultar em embriões com maior resistência a criopreservação. 
 
Palavras-chave: CLA; criopreservação; embriões bovinos; L-carnitina; produzidos in vitro 
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ABSTRACT 
 

EFFECT OF DELIPIDANT AGENTS DURING CULTIVE ON EMBRYONIC 
DEVELOPMENT AND LIPID CONTENT OF BOVINE EMBRYOS PRODUCED IN 

VITRO 
 
 

Luzia Renata Oliveira Dias1; Ivo Pivato1 

1School of Agronomy and Veterinary Medicine, Universidade de Brasilia - DF 
 

 

Cryopreservation of in vitro produced (IVP) embryosis affected by the high concentrations of 
lipid droplets that accumulate inside the blastomeres. Therefore, the partial removal of 
intracytoplasmic lipids by chemical lipolysis stimulation or by decreasing uptake or synthesis 
of fatty acids by cells can be an alternative to improve cryopreservation of IVP embryos. For 
that, this study aimed to evaluate the effect of some delipidant agents, L-carnitine and the 
trans-10 cis-12 isomer conjugated linoleic acid (CLA), during culture on the quantity, quality 
and lipid content of bovine embryos produced in vitro. A total of 2,448 oocytes graded 1 and 
2, obtained from slaughterhouse ovaries were matured in vitro for 24 hours at 38.5 ° C, 5% 
CO2. After co-incubation (16-18 hours) of sperm and cumulus oocyte complex (COC), the 
presumptive zygotes were distributed into four treatments: T1) Control (n=616): sinthect 
oviduct fluid (SOF) medium supplemented with 5% bovine calf serum (FCS); T2) L-carnitine 
(n=648): SOF medium supplemented with 5% FCS plus 0.6 mg ml-1 of L-carnitine; T3) CLA 
(n=627): SOF medium supplemented with 5% FCS plus 100 uM trans-10 cis 12 CLA; and 
T4) L-carnitine + CLA (n=597): SOF medium supplemented with 5% FCS plus 0.6 mg ml-1 
of L-carnitine and 100 uM of trans-10 cis-12 CLA. The cleavage and blastocyst rates were 
evaluated on day 2 and day 7 of culture, and expanded blastocysts (Bx) were stored for lipid 
quantification by Sudan Black B stain. Embryo production data were analyzed by Chi-square 
test (P<0.05) and lipids quantification by analysis of variance (ANOVA) (P<0.05). Cleavage 
rate was similar (P>0.05) among all treatments (T1=95±4.3; T2=95±3.5; T3=95±3.7 e 
T4=95±3.1). Blastocyst rate was higher (P<0.05) on the control group than the other 
treatments, wich were similar (P>0.05) among on D6 (T1=19 ± 2.7; T2=13±2.4; T3=14±2.6 
and T4=13±2.6) and on D7 (T1=49±3.5; T2=39±3.0; T3=42±3.9 and T4=39±3.9). There was 
no difference between treatments (P>0.05) on the development speed, and for all treatments 
the majority of D7 embryos were already on expanded blastocyst stage. Embryos from T2 
showed lower cytoplasmic lipids than those from T1 (P=0.0138) and T3 (P=0.0261), being T4 
similar to all treatments. The results suggested that supplementation with delipidant agents 
had not affected quality but had negatively affected embryo production. However, the 
presence of L-carnitine during in vitro culture (CIV) decreased the amount of lipids, 
suggesting that its use can result in bovine IVP embryos more resistant to cryopreservation.  
 
Keywords: bovine embryo; CLA; cryopreservation; L-carnitina; produced in vitro 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A produção in vitro de embriões (PIVE) é uma biotecnologia que visa 

aumentar a produtividade através da multiplicação rápida e o aumento do número de 

descendentes de animais melhoradores. A participação do Brasil na produção mundial de 

embriões bovinos produzidos in vitro (PIV) é altamente relevante, uma vez que, de acordo 

com o relatório mais recente, o país produziu 366.517 embriões in vitro dos 517.587 embriões 

produzidos in vitro no mundo. Isso representa 71% da produção mundial de embriões bovinos 

in vitro, mantendo o país na posição de líder mundial na PIVE (IETS, 2014). 

Apesar dos avanços relacionados à PIVE, essa biotecnologia ainda apresenta 

alguns pontos que precisam ser melhorados. Um dos problemas ligados ao aumento da 

expansão da técnica está relacionado ao número de receptoras disponíveis nos programas de 

transferência de embriões. Sendo assim, o uso de outras biotecnologias, como a 

criopreservação é de fundamental importância para a otimização do processo e maior 

flexibilidade da utilização da técnica, visto que na ausência de receptoras os embriões podem 

ser criopreservados e transferidos futuramente. 

Sabe-se que os embriões possuem alta sensibilidade ao processo de 

congelamento. Embriões produzidos in vitro são mais sensíveis ao congelamento do que 

aqueles produzidos in vivo, uma vez que os produzidos in vitro acumulam altas concentrações 

de gotículas lipídicas no interior dos blastômeros, principalmente aqueles cultivados em 

meios contendo soro fetal bovino (SFB) (Barcelo-Fimbres & Seidel Jr, 2007; Sudano et al., 

2012). Esse acúmulo pode ser devido à captação de lipídeos do meio ou ao metabolismo 

ineficiente das mitocôndrias embrionárias (revisado por Dode et al., 2013).   

Com intuito de melhorar o aproveitamento de embriões criopreservados, 

pesquisas vêm sendo realizadas visando o desenvolvimento de técnicas que diminuam o 
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acúmulo de lipídios intracitoplasmáticos.  Uma das maneiras para que isso ocorra é a remoção 

parcial dos mesmos por estímulo da lipólise química no citoplasma celular ou pela diminuição 

da captação e síntese de ácidos graxos pelas células. Neste sentido, estudos demonstraram que 

a utilização de L-carnitina e o isômero trans-10, cis-12 do ácido linoleico conjugado (CLA), 

diminuíram a quantidade de lipídios intracelulares em embriões bovinos, além de aumentar a 

taxa de blastocistos em D7 e a taxa de sobrevivência embrionária pós-criopreservação 

(Takahashi et al., 2013; Batista et al., 2014). 

Sendo assim, realizou-se esse estudo objetivando avaliar a interação entre essas 

duas substâncias delipidantes na taxa de desenvolvimento embrionário e quantidade de 

lipídios presentes em blastocistos expandidos (Bx) no dia 7 (D7) de desenvolvimento. Desta 

forma, acredita-se que este estudo possa contribuir de forma significante para melhorar a 

resistência de embriões bovinos PIV ao processo de criopreservação. 

 

 

1.1 Objetivo Geral 

 

 

Avaliar o efeito de agentes delipidantes, L-carnitina e o isômero trans-10, cis-

12 do CLA, durante o cultivo na quantidade, qualidade e conteúdo de lipídios de embriões 

bovinos produzidos in vitro. 

 

 

1.1.1 Objetivos específicos 

 

 

1. Avaliar o efeito de agentes delipidantes, L-carnitina e o isômero trans-10, cis-12 

do CLA, durante o cultivo embrionário na produção de embriões in vitro. 

 

2. Avaliar o efeito de agentes delipidantes, L-carnitina e o isômero trans-10, cis-12 

do CLA, durante o cultivo embrionário na quantificação e distribuição do perfil 

lipídico embriões bovinos produzidos in vitro. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Metabolismo energético embrionário  

 

 

O metabolismo energético sofre alterações durante as fases de 

desenvolvimento embrionário. Na fase inicial, o metabolismo é baixo e os embriões 

dependem da fosforilação oxidativa para gerar adenosina trifosfato (ATP). Nessa fase é 

extremamente importante a capacidade do embrião de metabolizar suas reservas e substratos 

energéticos externos, uma vez que a ativação do genoma embrionário em bovinos ocorre 

justamente na fase de 8 células, adquirindo assim sua capacidade de transcrição (Thompson, 

2000; Nelson & Cox, 2011). 

Conforme o embrião vai se desenvolvendo, a necessidade por energia aumenta. 

Assim, nos estágios de compactação e formação da blastocele, o metabolismo se encontra 

alto, e a utilização da glicólise também aumenta. Isso ocorre em conjunto com o aumento da 

síntese proteica e a atividade dos sistemas de transporte de íons, principalmente pela bomba 

Na+/K+, processos envolvidos na formação da blastocele (revisado por Lima & Souza, 2009). 

A formação de ATP no embrião ocorre através da glicólise e da fosforilação 

oxidativa, assim como em todas as células eucarióticas. Na fosforilação ocorre a “quebra” de 

substratos como a glicose, piruvato, aminoácidos e ácidos graxos livres, necessária para a 

formação da Acetilcoenzima A (CoA). Portanto, se a demanda por ATP aumentar, 

consequentemente o consumo de substratos também aumentará (Nelson & Cox, 2011). 

A glicólise ocorre no citoplasma, não necessita de oxigênio para as reações 

metabólicas enzimáticas, gera lactato e para cada glicose oxidada gera quatro moléculas de 

ATP. Já a via oxidativa ocorre na mitocôndria, necessita de oxigênio e oxida completamente o 
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piruvato, produzindo CO2, H2O e 32 moléculas de ATP via ciclo de Kreb’s e fosforilação 

oxidativa, mostrando ser a via mais importante na formação de ATP, visto que durante a fase 

de pré-compactação cerca de 93 a 96% de ATP é produzido por essa via (revisado por Joseph 

Mckeegan, 2015). 

Apesar do seu papel importante na produção de ATP, o oxigênio como 

substrato energético pode resultar em espécies reativas ao oxigênio (ROS). Por sua vez, as 

ROS são ativas como receptores de elétrons e podem tirar elétrons de outras moléculas, as 

quais podem resultar em radicais livres (Harvey et al., 2002). 

Entre as fases de zigoto e 8 células, apesar do baixo consumo, o metabolismo 

depende da glicose, do oxigênio e do piruvato, sendo esse último substrato essencial para a 

primeira clivagem embrionária. Até o estágio de 16 células, o consumo de glicose e piruvato 

permanece baixo, mas atingindo as fases de compactação da mórula e blastocisto, o consumo 

desses substratos juntamente com o de oxigênio aumenta (revisado por Souza et al., 2015). 

Um estudo realizado em embriões ovinos no estágio de 8 células, demonstrou 

que a oxidação e produção de CO2 e lactato foi maior nos embriões produzidos in vitro do que 

nos produzidos in vivo. Com relação à produção de glicose, apesar de não ter sido observado 

diferença entre as concentrações encontradas, a produção de CO2 e lactato foi maior na 

presença de 0,56 mmol/L de glicose (Azizi-Moghadam, 2012). Isso mostra que a 

concentração de um substrato energético in vitro é dependente da concentração do outro.  

No estágio de blastocisto, o embrião é caracterizado pela diferenciação de 

células do trofectoderma (TE) e formação da massa celular interna (ICM). Alguns estudos 

demonstraram que o perfil metabólico é diferente nesses dois tipos de células, sendo que o 

trofectoderma consome níveis elevados de piruvato e produzem lactato, já a ICM consome 

mais glicose (Gopichandran & Leese, 2003). Em blastocistos humanos, foi demonstrado que 

o consumo de oxigênio na ICM e TE foi idêntico (Yamanaka et al., 2011). Entretanto, em 

ratos o TE consumiu mais oxigênio, produziu mais ATP e apresentou maior número de 

mitocôndrias do que a ICM. Além disso, a quantidade de aminoácidos também foi 

significativamente maior no TE (Houghton, 2006).  

Além dos substratos já citados, os aminoácidos também são relevantes no 

desenvolvimento embrionário, principalmente nos estágios de 8 células e mórula compacta, 

quando ocorre o maior consumo dos mesmos. Em embriões PIV, a presença da albumina 

sérica bovina (BSA) nos meios de cultivo reflete diferenças nas taxas de clivagem, 

evidenciadas quando a BSA foi substituído por álcool polivinílico. Além disso, a 

concentração de aminoácidos é alterada na presença de BSA, visto que a BSA pode causar 
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endocitose nas células do TE gerando lisina, leucina e glutamato, os quais estão diretamente 

relacionados com o desenvolvimento embrionário adequado (revisado por Souza et al., 2015) 

O metabolismo energético sofre modificações dependendo da forma com que o 

embrião é produzido. Por exemplo, foi citado que nos estágios pré e pós-compactação o 

metabolismo da glicose é anormal em embriões PIV, por apresentar excesso na metabolização 

desse substrato via glicólise, inibindo a fosforilação oxidativa nesses embriões. Isso ocorre 

devido à falta de um regulador natural da glicólise, presente em embriões produzidos in vivo. 

Logo, o metabolismo da glicose nesses embriões não é alterado (Bavister, 1995; Gardner et 

al., 2000). Além disso, nos embriões cultivados in vitro a metabolização da glicose aumenta 

na presença da elevada tensão de O2, a chamada glicólise aeróbica (Khurana & Niemann, 

2000). 

Outra modificação metabólica significante nos embriões PIV está relacionada 

com maior produção de lactato e aumento das taxas oxidativas do que nos in vivo, sugerindo 

maiores taxas metabólicas in vitro. Assim, as condições de cultivo podem induzir essas taxas, 

uma vez que embriões in vivo, quando expostos a ambientes extrauterinos, apresentaram 

aumento na glicólise e produção de CO2 (Leese, 2012).  

A quantidade de substratos presentes nessas duas formas de produção de 

embriões também difere.  Os aminoácidos, por exemplo, em embriões bovinos produzidos in 

vivo estão em menor quantidade do que nos PIV (Sturmey et al., 2010). 

Contudo, o metabolismo energético interfere diretamente no desenvolvimento 

embrionário. As taxas metabólicas podem predizer a viabilidade embrionária in vitro, como 

demonstrado pelo consumo de piruvato no metabolismo intermediário, o qual foi relacionado 

com a progressão morfológica dos embriões (Guerif et al., 2013).  

Todas essas alterações no metabolismo são atribuídas às diferentes condições 

de cultivo in vitro durante a maturação dos ovócitos e desenvolvimento embrionário. 

 

 

2.1.1 Problemas relacionados ao metabolismo  

 

 

Vale ressaltar que embriões que metabolizam grande quantidade de glicose 

comprometem sua capacidade de desenvolvimento, pelo fato da pequena quantidade de 

glicose que é direcionada para a via pentose-fostato, fornecendo a ribose-5-fosfato, utilizada 

na síntese de ácidos nucleicos, e a nicotinamida-adenina-dinucleotídeo reduzida (NADPH), 
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que atua na síntese das membranas celulares, além de atuar como antioxidante (Beitz, 1996; 

Nelson & Cox, 2011). 

Nos embriões PIV, o excesso de estimulação da glicólise pode levar ao 

aumento dos precursores da síntese proteica e de lipídios, favorecendo a formação de lipídios 

intracitoplasmáticos juntamente com o desequilíbrio do estado de redução-oxidação desses 

embriões, acarretando no distúrbio da função mitocondrial, o que resulta nesse acúmulo 

lipídico (De La Torre-Sanchez et al., 2006; Barcelo-Fimbres & Seidel Jr, 2007). 

A disfunção mitocondrial foi definida como qualquer alteração da capacidade 

das mitocôndrias produzirem ATP suficiente para atender as exigências das células. As 

mitocôndrias também geram ROS como subproduto tóxico em resposta à fosforilação 

oxidativa. Os ROS incluem superóxido, hidróxido e peróxido, os quais são altamente reativos 

e podem causar danos às organelas, lipídios, proteínas e DNA, danos definidos como estresse 

oxidativo. Entretanto, os ROS possuem funções celulares como vias de sinalização, regulação 

de cálcio, apoptose, translocação de mitocôndrias e metabolismo. A falha em qualquer uma 

dessas funções acarreta em algum tipo de disfunção (Brand & Nicholls, 2011). 

Outro aspecto importante a ser considerado, relaciona o estresse que pode ser 

causado no ambiente onde o embrião se desenvolve, o qual pode afetar diretamente o 

metabolismo embrionário e causar mudanças do fenótipo desses embriões, resultando no 

crescimento anormal do feto (Lane & Gardner, 2004).  

A resposta do embrião ao estresse foi descrita como “teoria do embrião 

tranquilo”, ou seja, o estado metabólico normal durante o desenvolvimento embrionário 

inicial. Uma taxa metabólica baixa é um preditivo de viabilidade de embriões PIV e está 

relacionada com o desenvolvimento do blastocisto, semelhante ao observado em embriões in 

vivo, que naturalmente são “tranquilos” (Leese, 2012). 

Estudos realizados em embriões bovinos pré-implantação, relacionaram os 

danos causados ao DNA com o perfil de aminoácidos. Os resultados demonstraram que 

quanto mais silencioso o metabolismo embrionário, os embriões se tornam menos 

susceptíveis aos danos causados ao genoma, transcriptoma e proteoma. Ao contrário, quando 

o metabolismo foi mais acentuado, maior o nível de danos e maior utilização de aminoácidos 

e energia, visando à reparação dos mesmos (Baumann et al., 2007). 
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2.2 Importância dos lipídios no desenvolvimento embrionário  

 

 

Os lipídios constituem um grupo de compostos formados por ácidos graxos, os 

quais são constituídos por ácidos carboxílicos com cadeias hidrocarbonadas, tendo seu 

comprimento variando de 4 a 36 carbonos (Marzzoco & Torres, 2007).  

Essas biomoléculas estão envolvidas na transdução de sinal como mediadores 

lipídicos, incluindo fosfatidilinositois, esfingolipídios e eicosanoides. Além disso, 

desempenham funções biológicas como a proliferação celular, migração, diferenciação, 

pinocitose, sobrevivência e alterações metabólicas (Di Paolo, 2006). Sobretudo, os lipídios 

servem como moléculas sinalizadoras que contribuem para eventos fundamentais durante o 

desenvolvimento embrionário, implantação e crescimento pós-implantação (Burnum et al., 

2009). 

A influência das reservas intracelulares de energia gerada pelos ácidos graxos é 

uma área ampla a ser investigada, visto que a maioria dos estudos sobre metabolismo 

energético em embriões tem focado na utilização de outros nutrientes fornecidos no meio de 

cultivo, como piruvato, glicose e aminoácidos, citados anteriormente (Sturmey et al., 2009). 

A principal classe de lipídios encontrados no citoplasma de células dos 

mamíferos são os triglicerídeos (TAG). Estes são armazenados na forma de gotículas lipídicas 

e desempenham papel importante no desenvolvimento embrionário inicial, atuando como 

fonte de energia para ovócitos e embriões. Já a membrana celular é composta principalmente 

pelos fosfolipídios, sendo as fosfatidilcolinas, fosfatidiletanolamina e esfingomielinas, 

unidades estruturais funcionais da membrana. A composição desses fosfolipídios determina as 

propriedades físico-químicas da membrana, incluindo fluidez, permeabilidade e 

comportamento térmico. Assim, pode-se notar a importância dessas substâncias para o 

desenvolvimento embrionário (Ferguson & Lee, 2006; Sturmey et al., 2009; Aardema et al., 

2011).  

A literatura cita que existe uma variação na quantidade e tipo de ácidos graxos 

que integram os lipídios de ovócitos e embriões das diferentes espécies. Além disso, ressalta-

se que o tempo entre a ovulação e a implantação embrionária determina a quantidade de 

lipídios que possivelmente estariam armazenados nos embriões, visto que, quanto maior esse 

período, maior a necessidade por energia, e consequentemente maior acumulação de lipídios. 

Entretanto, sabe-se que ovócitos e embriões bovinos acumulam grande quantidade de lipídios 

no citoplasma (Sturmey et al., 2009), principalmente embriões PIV, onde as concentrações de 
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gotículas lipídicas no interior dos blastômeros é alta. Isso é atribuído pelo cultivo in vitro 

realizado com SBF (revisado por Dode et al., 2013). 

Durante a fecundação até a fase de 8 células, a quantidade de lipídios se 

mantém estável.  Até o estágio de blastocisto, os níveis de TAG também se mantêm, sendo 

que a maioria das gotículas lipídicas são localizadas na ICM. Além disso, a proporção de 

TAG pode aumentar a partir do estágio de 8 células até o estágio de blastocisto eclodido 

(Sudano et al., 2012). 

Apesar de serem extremamente importantes no desenvolvimento embrionário, 

os lipídios têm sido os grandes vilões quando o assunto é a criopreservação de embriões 

bovinos.  

Existem evidências de que pelo menos quatro classes de lipídios afetam a 

sobrevivência embrionária pós-criopreservação, sendo os TAG, ácidos graxos livres, 

colesterol e os fosfolipídios (Sudano et al., 2013). Sobretudo, o grande acúmulo de gotículas 

citoplasmáticas em embriões bovinos PIV tem sido relacionado com a utilização de SFB no 

meio de cultivo, uma vez que essa substância aumenta o teor lipídico no embrião, seja pela 

absorção de suas lipoproteínas pelas células embrionárias, ou pela possível alteração na 

função da β-oxidação na mitocôndria causada pelo desequilíbrio no processo redução-

oxidação (Pereira et al., 2007; Barcelo-Fimbres & Seidel Jr, 2007). 

As gotículas lipídicas são os locais onde os lipídios são armazenados, e no caso 

de embriões bovinos, os triglicerídeos constituem a maior parte dos lipídios presente no 

citoplasma. Conforme a necessidade do organismo, esses lipídios armazenados são utilizados 

para produzir energia, componentes de membrana e sinalização de lipídios. Uma vez que, a 

via mais importante para produção de ATP ocorre nas mitocôndrias através do ciclo de Krebs 

e fosforilação oxidativa, qualquer dano causado a essa organela pode resultar em alterações 

no metabolismo lipídico global.  Existem evidências de que essas gotículas possuem uma 

função protetora para células. Isso foi elucidado pelo fato de que moléculas anfipáticas, 

abundantes em ácidos graxos, podem comprometer a integridade da membrana e uma vez os 

AG transformados em triglicerídeos, esses são incorporados nas gotículas, se tornando inertes 

e “inofensivos”. Esse fato explicaria o grande acúmulo de gotículas lipídicas em embriões 

bovinos PIV, em consequência da utilização do SFB nos meios de cultivo in vitro, devido ao 

fornecimento anormal de lipídios contidos no soro. Desse modo, as gotículas lipídicas atuam 

como moduladores da disponibilidade de proteínas e sinalização de lipídios no núcleo, 

atuando como centros de transporte de AG (revisado por Souza et al., 2015). 
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Contudo, os problemas que relacionam os lipídios à criopreservação não ficam 

só à nível de citoplasma. Estudos têm ressaltado que a composição de fosfolipídios presentes 

na membrana celular determina as propriedades físico-químicas da mesma. Assim, tem sido 

atribuída a importância do perfil lipídico que as membranas celulares apresentam, visto que o 

aumento na insaturação de AG resulta no aumento da fluidez da membrana, e 

consequentemente diminui a sensibilidade dos embriões PIV à criopreservação (Leão et al., 

2015; Sprícigo et al., 2015; Sudano et al., 2016). 

Sendo assim, vários estudos estão sendo realizados com o intuito de melhorar a 

resistência dos embriões PIV ao processo de criopreservação, como a modificação do meio de 

cultivo in vitro, redução mecânica ou química de lipídios e uso de agentes delipidantes que 

diminuam a captação e síntese de AG pelas células (Ogawa et al., 2010; Takahashi et al., 

2013; Bastista et al., 2014). 

 

 

2.3 Estratégias para redução do conteúdo lipídico em embriões bovinos 

 

 

A modificação do meio de cultivo, através da utilização de meios definidos ou 

semidefinidos livres de soro não afetaram o rendimento de blastocistos e aumentaram a 

sobrevivência dos mesmos pós-criopreservação (Mucci et al., 2006; Block et al., 2010; 

Momozawa & Fukuda, 2011). Além disso, apenas a redução da concentração de SFB no meio 

de cultivo pode diminuir o conteúdo lipídico e aumentar a sobrevivência embrionária pós-

criopreservação (Sudano et al., 2011). 

Alguns estudos demonstraram que a utilização de fenazina etossulfato (PES) 

no período pós-compactação reduziu o acúmulo de lipídios e aumentou a crio sobrevivência 

em embriões. Essa substância promove o equilíbrio do metabolismo energético, além de 

favorecer reações enzimáticas da via pentose fostato (De La Torre-Sanchez al., 2006; 

Barcelo-Fimbres & Seidel, 2007; Sudano et al., 2011) 

A utilização de substâncias delipidantes nos meios de maturação e cultivo in 

vitro vem sendo amplamente abordada, visando a diminuição do conteúdo lipídico em 

ovócitos e embriões. Substâncias como o forskolin, L-carnitina e isômeros do ácido linoleico 

conjugado (CLA), são as mais utilizadas nas pesquisas direcionadas para melhoria da 

qualidade embrionária e consequentemente maior resistência ao processo de criopreservação 
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(Pereira et al., 2007; Takahashi et al., 2013; Absalón-Medina al., 2014; Batista et al., 2014; 

Leão et al., 2015). 

O uso do forskolin tem sido associado a sua ação como ativador da adenilato 

ciclase, estimulando a atividade da lipase através da via cAMP (adenosina monofosfato 

cíclico) e proteína quinase (Men et al., 2006; Cuello et al., 2013). Assim, a suplementação 

com essa substância no meio de cultivo in vitro tem apresentado resultados positivos com 

relação a redução de lipídios intracitoplasmáticos, resultando em embriões bovinos de melhor 

qualidade para superarem os danos causados pela criopreservação (Sanches et al., 2013; 

Paschoal et al., 2014). 

  

 

2.3.1 L-carnitina 

 

 

A L-Carnitina (L-3-Hidróxi-4-trimetilamonio-butanoato) é uma molécula 

solúvel e desempenha sua função como cofator da β-oxidação no metabolismo lipídico. Essas 

moléculas são responsáveis pela translocação de AG para o interior da mitocôndria, para 

então serem metabolizados na forma de CoA através da β-oxidação, e em seguida pelo ciclo 

de Krebs e fosforilzação oxidativa, resultando em ATP (Sutton-Mcdowall et al., 2012). Na 

translocação, primeiramente a carnitina-acil-transferase I faz a passagem do ácido graxo para 

o espaço intermembrana da mitocôndria, e depois a carnitina-acil-transferase II transporta o 

mesmo para a matriz mitocondrial, para então sofrer a β-oxidação, como observado na Figura 

1 (Dunning et al., 2012). 
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Figura 1. Mecanismo de ação da L-carnitina sobre o metabolismo lipídico. Na translocação, a 
carnitina-acil-transferase I faz a passagem do ácido graxo para o espaço 
intermembrana da mitocôndria, e depois a carnitina-acil-transferase II transporta o 
mesmo para a matriz mitocondrial, para então sofrer a β-oxidação, resultar em Acetil-
CoA e depois ser utilizado no ciclo de Krebs para a formação de ATP. 

 

 

Portanto, a utilização dessa substância tem sido cada vez maior nos meios de 

cultivo in vitro de embriões bovinos, visando a redução das gotículas lipídicas presentes no 

citoplasma dos mesmos e melhorando a qualidade embrionária pós-criopreservação 

(Takahashi et al., 2013). 

Além de atuar como agente delipidante, a L-carnitina apresenta atividade 

antioxidante, protegendo as células dos danos causados durante a criopreservação, como 

danos ao DNA (Abdelrazik et al., 2009; Mingorance et al., 2011). Essa atividade está 

relacionada à diminuição de ROS e redução da apoptose (Pillich et al., 2005; Ye et al., 2010).  

Contudo, a eficiência na utilização da L-carnitina depende de alguns fatores, 

como a etapa da produção in vitro e a dose utilizada. Assim, a maioria dos trabalhos 

demonstrou que o acréscimo de 0,6 mg mL-1 ao meio de maturação de ovócitos suínos e 

bovinos, ou no meio de cultivo de embriões bovinos foi capaz de reduzir o acúmulo de 
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lipídios e distribuição das gotículas lipídicas (Somfai et al., 2011; Sutton-Mcdowall et al., 

2012; Chankitisakul et al., 2013; Takahashi et al., 2013). 

 

 

2.3.2 Ácido linoleico conjugado (CLA) 

 

 

O termo CLA refere-se aos isômeros do ácido linoleico, composto por 18 

carbonos e duas insaturações (C18:2).  O que varia é a posição geométrica de cada um, 

podendo ser formados até 28 isômeros do CLA (Andrade et al., 2012).  

O isômero trans-10, cis-12 CLA tem sido citado pelo seu efeito inibitório na 

captação e na produção de lipídios pelas células através de suas propriedades 

antiadipogênicas, diminuindo a gordura corporal e aumentando a massa magra em diversas 

espécies animais. Esse isômero reduz a expressão de RNAm da enzima lípase proteica (LDL), 

a qual está localizada na parede dos capilares e é responsável por hidrolisar os TAG 

extracelulares e liberar AG, possibilitando que esses sejam captados pelas células (Figura 2). 

Estudos demonstraram que a redução da expressão de RNAm dessa enzima em diferentes 

espécies e tecidos foi de até 66% e a quantidade de TAG em até 55% (Park et al., 1997; Park 

et al., 1999; Azain et al., 2000; Baumgard et al., 2002; Brown et al., 2003).  

Outra enzima importante envolvida na síntese de AG monoinsaturados 

(AGMI) é a estearoil-CoA dessaturase (SCD), sendo responsável pela inclusão de uma 

ligação dupla em AG saturados, tornando-os AGMI para que ocorra a síntese de TAG. 

Estudos mostraram que o trans-10, cis-12 CLA diminuiu a expressão da SCD em até 75%, 

além de inibir a atividade da mesma (Lee et al., 1998; Bretillon et al., 1999; Choi et al., 2000; 

Park et al., 2000; Baumgard et al., 2002). Entretanto, outros autores demonstraram aumento 

na expressão de RNAm da mesma enzima em adipócitos humanos cultivados na presença 

desse isômero (Herrmann et al., 2009). 
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Figura 2. Mecanismo de ação do isômero trans 10, cis 12 CLA no metabolismo lipídico através 

da redução da expressão de RNAm da enzima lipase proteica (LDL), responsável por 
hidrolisar os TAG extracelulares e liberar AG, possibilitando que esses sejam captados 
pelas células.  

 

 

Apesar do mecanismo exato pelo qual esse isômero do CLA atua na 

diminuição de gordura não seja totalmente elucidado, tem sido sugerido que seja pelo 

aumento do consumo de energia, inibição da síntese de novo, aumento da oxidação de AG, 

assim como a atuação específica nos adipócitos, diminuindo o tamanho, inibindo a 

diferenciação e induzindo a apoptose dessas células (Brodie et al., 1999; Baumgard et al., 

2000; Azain et al., 2000; West et al., 2000; Ohnuki et al., 2001; Evans et al., 2002; Terpstra et 

al., 2002).  

Contudo, os isômeros cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12, têm sido amplamente 

estudados nos meios de cultivo in vitro e estão relacionados com a diminuição de gotículas 

lipídicas e com mudanças no perfil lipídico de embriões bovinos produzidos in vitro. Esses 

efeitos são refletidos diretamente na resistência desses embriões quando submetidos ao 

processo de criopreservação (Batista et al., 2014; Leão et al., 2015). Vale ressaltar que os 
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efeitos do CLA no metabolismo lipídico dependem do tipo de isômero, dose e duração da 

suplementação (Park et al., 1997). 

O trans-10, cis-12, afeta o metabolismo lipídico de adipócitos, reduzindo a 

absorção de ácidos graxos livres, sem aumentar a lipólise. Estudos têm demonstrado que a 

suplementação com esse isômero não melhora a taxa de embriões em D7. No entanto, as taxas 

de re-expansão pós-criopreservação foram maiores em embriões bovinos que receberam 

suplementação com 100 µM de CLA durante a maturação in vitro ou cultivo in vitro. Além 

disso, a mistura dos isômeros cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 também melhorou a 

sobrevivência embrionária pós-criopreservação (Batista et al., 2014; Leão et al., 2015). 

Essa melhora na crioresistência dos embriões PIV na presença do CLA tem 

sido atribuída à diminuição das gotículas lipídicas, as quais prejudicam de forma extrema a 

criotolerância, além da mudança no perfil lipídico da membrana desses embriões. Isso ocorre 

devido a incorporação do CLA na bicamada lipídica da membrana celular embrionária, o que 

aumenta a fluidez da membrana e consequentemente sua resistência à criopreservação 

(Pereira et al., 2007; Leão et al., 2015). 

Apesar da utilização CLA apresentar resultados positivos relacionados à 

sobrevivência embrionária após o processo de criopreservação, alguns estudos demonstraram 

que a suplementação com 100 µM trans-10 cis-12 durante o cultivo, diminuiu a taxa de 

desenvolvimento em blastocistos, além de reduzir a taxa de criosobrevivência (Marques et al., 

2007; Stinshoff et al., 2014). 
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1 RESUMO 
 
 

EFEITO DE AGENTES DELIPIDANTES DURANTE O CULTIVO NO 
DESENVOLVIMENTO EMBRIONÁRIO E CONTEÚDO LIPÍDICO DE EMBRIÕES 

BOVINOS PRODUZIDOS IN VITRO 

 
Luzia Renata Oliveira Dias1; Ivo Pivato1 

1Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinária, Universidade de Brasília - DF 

 
 

A criopreservação de embriões produzidos in vitro (PIV) é afetada pelas altas concentrações 
de gotículas lipídicas que se acumulam no interior dos blastômeros. A remoção parcial de 
lipídios intracitoplasmáticos, por estímulo da lipólise química no citoplasma celular ou pela 
diminuição da captação e síntese de ácidos graxos pelas células, pode ser uma alternativa para 
melhorar a criopreservação desses embriões. Neste sentido, objetivou-se estimar o efeito de 
alguns agentes delipidantes, L-carnitina e o isômero trans-10 cis-12 do ácido linoleico 
conjugado (CLA), durante o cultivo na quantidade, qualidade e conteúdo lipídico de embriões 
bovinos produzidos in vitro. Foram utilizados 2.448 ovócitos de grau 1 e 2 obtidos de ovários 
de abatedouro, que foram maturados in vitro por 24h a 38,5ºC, 5% de CO2. Após a co-
incubação dos complexos cumulus ovócitos (COC) com os espermatozoides (16-18 horas), os 
possíveis zigotos foram distribuídos em quatro tratamentos: T1) Controle (n=616): meio 
fluido de oviduto sintético (SOF), suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB); T2) L-
carnitina (n=648): meio SOF suplementado com 5% de SFB, acrescido de 0,6 mg mL-1de L-
carnitina; T3) CLA (n=627): meio SOF suplementado com 5% de SFB, acrescido de 100 µM 
de trans-10 cis-12 CLA; e T4) L-carnitina+CLA (n=597): meio SOF suplementado com 5% 
de SFB, acrescido de 0,6 mg mL-1de L-carnitina e 100 µM de trans-10 cis-12 CLA. As taxas 
de clivagem e blastocisto foram avaliadas no dia 2 e dia 7 de cultivo e, os blastocistos 
expandidos (Bx) foram armazenados para quantificação de lipídios utilizando o corante Sudan 
Black B. Os dados de produção de embriões foram analisados pelo teste Chi-quadrado 
(P<0,05) e os de quantificação de lipídios por análise de variância (ANOVA) (P<0,05). A 
taxa de clivagem foi semelhante (P>0,05) entre todos os tratamentos (T1=95±4,3; T2=95±3,5; 
T3=95±3,7 e T4=95±3,1). A taxa de blastocisto foi superior (P<0,05) no grupo controle do 
que nos demais tratamentos que não diferiram (P>0,05) entre si tanto no D6 (T1=19±2,7; 
T2=13±2,4; T3=14±2,6 e T4=13±2,6), quanto no D7 (T1=49±3,5; T2=39±3,0; T3=42±3,9 e 
T4=39±3,9). Não foi observada diferença entre os tratamentos (P>0,05) quanto à velocidade 
de desenvolvimento, sendo que em todos os grupos a maioria dos embriões de D7 
encontravam-se no estágio de blastocisto expandido. Os embriões do T2 apresentaram menor 
quantidade de lipídios no citoplasma do que os de T1 (P=0,0138) e de T3 (P=0,0261), sendo 
que os do T4 foram semelhantes (P>0,05) aos demais tratamentos. Os resultados obtidos 
indicaram que a suplementação com agentes delipidantes não afeta a qualidade, mas afeta 
negativamente a produção de embriões. Entretanto, a presença de L-carnitina durante o 
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cultivo in vitro (CIV) diminuiu a quantidade de lipídios sugerindo que sua utilização pode 
resultar em embriões com maior resistência a criopreservação. 
 
Palavras-chave: CLA; criopreservação; embriões bovinos; L-carnitina; produzidos in vitro 
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2 ABSTRACT 
 

EFFECT OF DELIPIDANT AGENTS DURING CULTIVE ON EMBRYONIC 
DEVELOPMENT AND LIPID CONTENT OF BOVINE EMBRYOS PRODUCED IN 

VITRO 
 
 

Luzia Renata Oliveira Dias1; Ivo Pivato1 

1School of Agronomy and Veterinary Medicine, Universidade de Brasilia - DF 
 

 

Cryopreservation of in vitro produced (IVP) embryosis affected by the high concentrations of 
lipid droplets that accumulate inside the blastomeres. Therefore, the partial removal of 
intracytoplasmic lipids by chemical lipolysis stimulation or by decreasing uptake or synthesis 
of fatty acids by cells can be an alternative to improve cryopreservation of IVP embryos. For 
that, this study aimed to evaluate the effect of some delipidant agents, L-carnitine and the 
trans-10 cis-12 isomer conjugated linoleic acid (CLA), during culture on the quantity, quality 
and lipid content of bovine embryos produced in vitro. A total of 2,448 oocytes graded 1 and 
2, obtained from slaughterhouse ovaries were matured in vitro for 24 hours at 38.5 ° C, 5% 
CO2. After co-incubation (16-18 hours) of sperm and cumulus oocyte complex (COC), the 
presumptive zygotes were distributed into four treatments: T1) Control (n=616): sinthect 
oviduct fluid (SOF) medium supplemented with 5% bovine calf serum (FCS); T2) L-carnitine 
(n=648): SOF medium supplemented with 5% FCS plus 0.6 mg ml-1 of L-carnitine; T3) CLA 
(n=627): SOF medium supplemented with 5% FCS plus 100 uM trans-10 cis 12 CLA; and 
T4) L-carnitine + CLA (n=597): SOF medium supplemented with 5% FCS plus 0.6 mg ml-1 
of L-carnitine and 100 uM of trans-10 cis-12 CLA. The cleavage and blastocyst rates were 
evaluated on day 2 and day 7 of culture, and expanded blastocysts (Bx) were stored for lipid 
quantification by Sudan Black B stain. Embryo production data were analyzed by Chi-square 
test (P<0.05) and lipids quantification by analysis of variance (ANOVA) (P<0.05). Cleavage 
rate was similar (P>0.05) among all treatments (T1=95±4.3; T2=95±3.5; T3=95±3.7 e 
T4=95±3.1). Blastocyst rate was higher (P<0.05) on the control group than the other 
treatments, wich were similar (P>0.05) among on D6 (T1=19 ± 2.7; T2=13±2.4; T3=14±2.6 
and T4=13±2.6) and on D7 (T1=49±3.5; T2=39±3.0; T3=42±3.9 and T4=39±3.9). There was 
no difference between treatments (P>0.05) on the development speed, and for all treatments 
the majority of D7 embryos were already on expanded blastocyst stage. Embryos from T2 
showed lower cytoplasmic lipids than those from T1 (P=0.0138) and T3 (P=0.0261), being T4 
similar to all treatments. The results suggested that supplementation with delipidant agents 
had not affected quality but had negatively affected embryo production. However, the 
presence of L-carnitine during in vitro culture (CIV) decreased the amount of lipids, 
suggesting that its use can result in bovine IVP embryos more resistant to cryopreservation.  
 
Keywords: bovine embryo; CLA; cryopreservation; L-carnitina; produced in vitro 
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3 INTRODUÇÃO 

 

 

A criopreservação é essencial para o armazenamento de gametas para a formação 

de bancos de germoplasma, principalmente para a conservação de raças e espécies ameaçadas 

de extinção. Além disso, a exportação de material genético de alto valor agregado, 

principalmente do Brasil, pode melhorar a qualidade dos rebanhos em países, além de 

favorecer o comércio exterior (Mariante et al., 2011).  

Contudo embriões bovinos produzidos in vitro são altamente sensíveis ao 

processo de congelamento, pelo fato de possuírem grandes concentrações de gotículas 

lipídicas no interior dos blastômeros. Sendo assim, estudos vêm sendo realizados com intuito 

de diminuir esse conteúdo lipídico, além de tentarem alterar o perfil lipídico da membrana 

celular, aumentando a fluidez da mesma e tornando os embriões mais resistentes ao processo 

de criopreservação (Pereira et al., 2007; Takahashi et al., 2013; Absalón-Medina et al., 2014; 

Batista et al., 2014; Leão et al., 2015).  

Várias substâncias delipidantes vêm sendo utilizadas com o objetivo final de 

melhorar a sobrevivência de embriões bovinos produzidos in vitro pós-criopreservação. A 

literatura cita a utilização do Forskolin, fenazina etossulfato (PES), L-carnitina e isômeros do 

ácido linoleico conjugado (CLA). As três primeiras atuam como redutores químicos de 

lipídios, já o CLA atua diminuindo a captação e síntese de AG pelas células (Ogawa et al., 

2010; Sudano et al., 2011; Takahashi et al., 2013; Batista et al., 2014). 

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi verificar o efeito da L-carnitina e o 

isômero trans-10, cis-12 do CLA, durante o cultivo in vitro de embriões bovinos. Esse efeito 

foi estimado com relação à quantidade, qualidade e conteúdo lipídico desses embriões. A 

opção por essas substâncias levou em consideração a forma de atuação das mesmas sobre o 

metabolismo lipídico, uma vez que as duas atuam de forma diferente, e a associação das 
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mesmas poderia melhorar a taxa de produção de embriões em D7, além de diminuir a 

quantidade de lipídios e alterar o perfil lipídico dos mesmos.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Local do experimento 

 

 

O experimento foi realizado no Laboratório de Reprodução Animal da 

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília - DF. 

 

 

4.2 Recuperação de ovócitos e maturação 

 

 

Os ovários de vacas mestiças foram coletados no abatedouro local e 

transportados para o laboratório em solução salina (0,9% NaCl), suplementada de penicilina 

(100µg/mL) e estreptomicina (50µg/mL) à temperatura de 36ºC. Os folículos ovarianos com 

diâmetro de 3,0 - 8,0 mm foram aspirados com auxílio de agulha hipodérmica (40 x 1,2 mm) 

acoplada à seringa de 10 mL. O líquido folicular aspirado foi colocado em tubos Falcon de 15 

mL. Depois de 10 minutos em repouso, tempo mínimo para formação do pellet contendo os 

ovócitos, somente o sobrenadante foi removido e centrifugado em outro tubo Falcon de 15 

mL por 5 minutos a 700G. Esse líquido foi utilizado para o rastreamento dos complexos 

cumulus-ovócitos (CCOs) em placas de 100 mm. Os ovócitos rastreados foram classificados 

de acordo com Caixeta & Dode (2010). Somente os classificados em grau I e II foram lavados 

e maturados em meio de maturação (TCM 199 sais de Earl’s (Gibco, Waltham, MA, EUA) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino SFB (Gibco, Waltham, MA, EUA), 12 UI/mL de 

hormônio luteinizante (LH Sigma, St. Louis, Missouri, EUA), 0,01 UI/mL de hormônio 
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folículo estimulante (FSH – Sigma, St. Louis, Missouri, EUA), 0,1 mg/mL de L-glutamina 

(Sigma, St. Louis, Missouri, EUA), 1µM de Piruvato (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA), 

1µM de Cisteamina (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA), 0,075 mg/mL de sulfato de amicacina 

(Sigma, St. Louis, Missouri, EUA), em gotas de 150 µL cobertas por óleo de silicone e 

incubados por 22 – 24 horas em estufa de cultivo a 38,5 °C com atmosfera de 5% de CO2 e 

umidade saturada. 

 

 

4.3 Fecundação in vitro e Cultivo in vitro 

 

 

Para a fecundação in vitro utilizaram-se doses de sêmen de um touro com 

fertilidade conhecida. O sêmen foi descongelado a 37ºC por 30 segundos em banho-maria e as 

células espermáticas foram selecionadas por centrifugação em gradiente descontínuo de 

Percoll (400 µL de Percoll 90% e 400 µL de Percoll 45% (GE, Healthcare, Piscataway, NJ, 

USA), centrifugado a 5000g/5min) (Machado et al., 2009). Após a centrifugação, o pellet foi 

retirado e centrifugado por 5 minutos em meio TALP (Parrish et al., 1995) suplementado com 

2 mM de penicilamina (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA), 1 mM de hipotaurina (Sigma, St. 

Louis, Missouri, EUA), 250 mM de epinefrina (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA) e 10 µg/mL 

de heparina (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA),  a 700G. O pellet resultante foi ressuspendido 

com meio de fecundação (FEC), e adicionado na gota de fecundação na concentração final de 

1 x 106 espermatozoides/mL. Após a incubação dos espermatozoides com os ovócitos 

maturados (16-18 horas), os prováveis zigotos foram desnudados por pipetagens sucessivas e 

foram lavados em gotas de 150µL de meio de fluido de oviduto sintético (SOF) e cultivados 

utilizando meio SOF suplementado com aminoácidos essenciais e não essenciais 0,34 mM de 

sodium tri citrato, 2,77 mM de myo-inositol e 5% SFB (Invitrogen, Carlsbad, Califórnia, 

EUA) (Holm et al, 1999) em estufa à 38,5 ºC e 5% de CO2 . Os embriões foram avaliados no 

Dia (D) 2 para determinação da taxa de clivagem, e no D6 e D7 para taxa de blastocisto, 

sendo classificados quanto ao estágio de desenvolvimento e qualidade de acordo com o 

Manual da IETS (International Embryo Technology Society) (Robertson & Nelson, 1998). 

 

 

4.4 Quantificação de lipídios citoplasmáticos 
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A quantificação de lipídios foi realizada através do corante Sudan Black B, 

conforme descrito por Sudano et al. (2012), com pequenas modificações. Primeiramente os 

embriões no estágio de blastocisto expandido (Bx) foram lavados em solução de PBS, 

transferidos para microtubos contendo 100µL de solução de fixação (10 % de formaldeído em 

PBS, com pH 7,4) e transferidos para geladeira à temperatura de 7ºC até o dia da coloração. 

No dia da coloração, os embriões foram lavados duas vezes em água destilada acrescida de 

0,05 % de PVA (álcool polivinílico). Após as lavagens, os mesmos foram transferidos para 

gotas de etanol 50% durante 2 minutos. Em seguida os embriões foram corados em gotas de 

20 µl de Sudan Black (1% v/v) em etanol 70%, onde permaneceram de 1- 2 minutos. Para a 

remoção do excesso do corante, os embriões foram lavados 3 vezes (5 min cada banho) em 

etanol 50%, seguido por uma lavagem de 5 minutos em água destilada com 0,05% de PVA. 

Após os banhos os embriões foram montados em gotas de 10 µl de água destilada com 0,05% 

de PVA, entre lâmina e lamínula e avaliados em microscópio óptico no aumento de 20X. A 

imagem de cada embrião foi armazenada e avaliada utilizando o software Image J 1.41 

(Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). Para isso, as imagens 

coloridas foram convertidas para uma escala de cinza. Depois, os embriões foram delimitados 

para obter área (µm2) e média de pixel da intensidade de cinza (unidade arbitrária). Então a 

intensidade de cinza por área foi calculada (unidades arbitrárias/µm2). A comparação do teor 

de lipídios do embrião foi realizada em termos de intensidade de cinza por área (inverso da 

média/área) (Sudano et al., 2012). 

 

 

Figura 3. Blastocistos expandidos em D7 corados com corante Sudan Black B. A) Bx do grupo 
controle; B) Bx do tratamento L-carnitina; C) Bx do tratamento CLA; D) Bx do 
tratamento L-carnitina+CLA. 

 

 

A B C D 
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4.5 Distribuição do perfil lipídico por MALDI-TOF 

 

 

Para essa avaliação utilizou-se 97 embriões D7 no estágio de blastocisto 

expandido. Os mesmos foram lavados 3 vezes em PBS e em seguida armazenados em micro 

tubos contendo 50µL de metanol 50% (1:1 de metanol e água destilada). Logo após, os 

embriões foram armazenados à -80ºC. Após a descongelação, os embriões foram alocados em 

poços individuais na placa de MALDI de 96 poços, onde permaneceram em temperatura 

ambiente até a secagem. Depois se adicionou 0,6µL de ácido 2,5 di-hidróxibenzoico (0,125 

M, DHB) diluído em metanol puro em cada poço contendo os embriões com intuito de cobri-

los, permitindo a cristalização. Novamente a placa permaneceu em temperatura ambiente até a 

secagem dos poços.  

Os espectros obtidos com a espectrometria de massa MALDI-TOF (Matrix-

assisted laser desorption ionization time-of-flight) foram adquiridos no modo positivo por 

espectrometria de massa refletida pelo Auto Flex Speed MALDI-TOF (Bruker Daltonics, 

Bremen, Germany). Os dados foram adquiridos no intervalo de massa de 500-1000 m/z com 

disparos de laser em diferentes regiões dos embriões até o consumo total da amostra. A 

distribuição dos diferentes grupos foi realizada através da análise de dendrograma. 

 

 

4.6 Delineamento experimental 

 

 

Para avaliar o efeito da adição de substâncias delipidantes, L-carnitina e o 

isômero trans-10, cis-12 do CLA, durante o cultivo na quantidade, qualidade e conteúdo de 

lipídios de embriões bovinos produzidos in vitro foram realizados três experimentos. 

 

 

4.6.1 Experimento 1: Efeito de substâncias delipidantes, L-carnitina e trans-10 cis-12 

CLA, durante o  cultivo embrionário na produção de embriões in vitro. 

 

 

Inicialmente foi realizado um pré-experimento comparando os diferentes 

tratamentos em dois sistemas de cultivo in vitro com e sem óleo. O objetivo desse pré-
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experimento foi avaliar se o cultivo com óleo afetaria a resposta aos tratamentos quando o 

CLA fosse utilizado, isso porque sendo um ácido graxo tenderia a migrar para o óleo e ter sua 

atividade alterada. Essa migração poderia levar a uma avaliação errônea do efeito desses 

tratamentos na produção de embriões PIV. Nos tratamentos em que foi utilizado óleo 

siliconado o cultivo foi realizado em placas de 35 mm contendo gotas de 150 µL de SOF 

(cobertas com óleo siliconado), acrescido ou não de substâncias delipidantes. Para os 

tratamentos sem óleo, utilizou-se placas NUNC de 4 poços (marca) contendo 500 µL de meio 

SOF, acrescido ou não de substâncias delipidantes. 

Para isso foram utilizados 910 ovócitos e após a fecundação dos mesmos, os 

possíveis zigotos foram distribuídos em oito tratamentos durante o cultivo in vitro, totalizando 

três réplicas: 

Tratamento 1- Grupo Controle com óleo: meio SOF, suplementado com 5% de SFB;  

Tratamento 2- Grupo L-carnitina com óleo: meio SOF suplementado com 5% de SFB, 

acrescido de 0,6 mg mL -1de L-carnitina; 

Tratamento 3- Grupo CLA com óleo: meio SOF suplementado com 5% de SFB, acrescido de 

100 µM de trans-10 cis-12 CLA; 

Tratamento 4- Grupo L-carnitina+CLA com óleo: meio SOF suplementado com 5% de SFB, 

acrescido de 0,6 mg mL -1de L-carnitina e 100 µM de trans-10 cis-12 CLA. 

Tratamento 5- Grupo Controle sem óleo: meio SOF, suplementado com 5% de SFB;  

Tratamento 6- Grupo L-carnitina sem óleo: meio SOF suplementado com 5% de SFB, 

acrescido de 0,6 mg mL -1de L-carnitina; 

Tratamento 7- Grupo CLA sem óleo: meio SOF suplementado com 5% de SFB, acrescido de 

100 µM de trans-10 cis-12 CLA; 

Tratamento 8- Grupo L-carnitina+CLA sem óleo: meio SOF suplementado com 5% de SFB, 

acrescido de 0,6 mg mL -1de L-carnitina e 100 µM de trans-10 cis-12 CLA. 

Ao final do período de cultivo (D7) avaliou-se a taxa de produção de embriões 

nos diferentes tratamentos. 

Após a análise dos resultados, utilizou-se o sistema de cultivo com óleo por 

apresentar maior taxa de blastocisto em D7, uma vez que não houve interação entre os 

tratamentos e o sistema de cultivo. Então, realizou-se o experimento 1, onde o efeito de 

diferentes agentes delipidantes durante o cultivo embrionário na produção e cinética de 

desenvolvimento foi avaliado utilizando-se o total de 13 réplicas. Após a fecundação dos 

ovócitos, os possíveis zigotos foram distribuídos em 4 tratamentos: 

Tratamento 1- Grupo Controle: meio SOF, suplementado com 5% de SFB;  
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Tratamento 2- Grupo L-carnitina: meio SOF suplementado com 5% de SFB, acrescido de 0,6 

mg mL -1de L-carnitina; 

Tratamento 3- Grupo CLA: meio SOF suplementado com 5% de SFB, acrescido de 100 µM 

de trans-10 cis-12 CLA; 

Tratamento 4- Grupo L-carnitina+CLA: meio SOF suplementado com 5% de SFB, acrescido 

de 0,6 mg mL -1de L-carnitina e 100 µM de trans-10 cis-12 CLA. 

Os embriões foram avaliados no D2 para a clivagem e D7 para a taxa de 

blastocisto.  

 

 

4.6.2 Experimento 2: Efeito de substâncias delipidantes, L-carnitina e trans-10 cis-12 

CLA, durante  o cultivo embrionário na quantificação e distribuição do perfil lipídico  

em embriões bovinos produzidos in vitro. 

 

 

Foi avaliada a quantidade de lipídios presentes no citoplasma e a distribuição 

do perfil lipídico em embriões D7 (Bx) utilizando os mesmos tratamentos do experimento 1 

durante o cultivo in vitro: 

Ao final do período de cultivo (D7) os embriões (Bx) foram submetidos à 

análise de quantificação de lipídios (Grupo controle: n=39; Grupo L-carnitina: n=33; Grupo 

CLA: n=31; Grupo L-carnitina+CLA: n=32) e lipidoma (Grupo controle: n=25; Grupo L-

carnitina: n=24; Grupo CLA: n=25; Grupo L-carnitina+CLA: n=23). Para isso, foram 

realizadas 7 réplicas. 

Para a quantificação de lipídios utilizou-se o corante Sudan Black B, conforme 

o método descrito por Sudano et al. (2012), onde a comparação do teor de lipídios do embrião 

foi realizada em termos de intensidade de cinza por área.  

Para o lipidoma, utilizou-se a análise através do MALDI-TOF (Matrix-assisted 

laser desorption ionizationtime-of-flight). Os dados foram adquiridos no intervalo de massa de 

500-1000 m/z com disparos de laser em diferentes regiões dos embriões até o consumo total 

da amostra. A distribuição dos diferentes grupos foi realizada através da análise de 

dendrograma. 
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4.7 Análise estatística 

 

 

Para comparar a interação entre tratamentos e os sistemas com e sem óleo, 

realizou-se análise de distribuição pelo SAS (Statistical Analysis System) University Edition, 

para ver a normalidade entre os dados. Verificando serem paramétricos, aplicou-se a análise 

de variância two-way seguida pela comparação entre as médias pelo teste Tukey, 

considerando o nível de significância de P<0,05. 

A comparação entre os grupos, envolvendo as variáveis binomiais (taxa de 

clivagem e blastocisto), foi realizada pelo teste do Qui-quadrado, considerando o nível de 

significância de 5%. Os dados para quantificação de lipídios foram comparados entre os 

tratamentos utilizando one-way análise de variância (ANOVA). A comparação entre os 

grupos foi executada pelo teste Newman-Keuls, programa Prophet versão 5.0 (BBN Sistems 

and Technologies, 1997), considerando nível de significância de 5%. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Resultados 

 

 

5.1.1 Experimento 1: Efeito de substâncias delipidantes, L-carnitina e trans-10 cis-12 

CLA, durante o  cultivo embrionário na produção de embriões in vitro. 

 

 

Nesse experimento foi avaliado o efeito de substâncias delipidantes na 

produção de embriões in vitro. Considerando que uma das substâncias utilizadas (CLA) era 

um ácido graxo e que poderia migrar para o óleo foi realizado um pré-experimento para 

avaliar se a presença de óleo durante cultivo poderia afetar a concentração do CLA alterando 

a resposta à essa substância.  

Na Tabela 1 são apresentados os dados referentes às taxas de clivagem e 

produção de embriões em D6 e D7, de embriões produzidos na presença de agentes 

delipidantes em dois sistemas de cultivo diferentes (placas com óleo siliconado e placa de 4 

poços sem óleo).  

Pode-se observar que não houve interação entre os sistemas de cultivo e os 

tratamentos. Portanto, os dados foram agrupados e então foi feita a comparação entre as 

médias. Os sistemas de cultivo e os tratamentos não tiveram efeito sobre a taxa de clivagem, 

uma vez que não foi observada diferença significativa (P>0,05). 

Com relação à taxa de blastocistos em D6 e D7, pode-se observar que o 

sistema de cultivo com óleo teve efeito sobre a produção de embriões, visto que esse sistema 
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apresentou maior porcentagem de blastocistos quando comparado ao sistema de cultivo sem 

óleo (P<0,05). 

No que diz respeito aos tratamentos, o tratamento L-carnitina diferiu 

significativamente do tratamento CLA, apresentando maior porcentagem de blastocistos em 

D6 (P<0,05). Já os demais tratamentos não diferiram entre si. Entretanto, o tratamento CLA 

apresentou menor porcentagem de embriões em D7 com relação ao grupo controle e ao 

tratamento L-carnitina (P<0,05). 
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Tabela 1. Taxa de clivagem no dia (D) 2 de desenvolvimento e taxa de blastocisto em D6 e D7, de embriões bovinos cultivados na 
presença de substâncias delipidantes, L-carnitina e trans-10 cis-12 CLA, em dois sistemas de cultivos diferentes (com e sem 
óleo) 

 

  Porcentagem de embriões (%) 

Tratamento 
Nº de 

ovócitos 
Clivagem Total D6 Total D7 Total 

 Óleo 
Sem 
óleo 

Óleo 
Sem 
óleo 

Óleo 
Sem 
óleo 

Óleo 
    Sem  
    óleo     Ovócitos   Clivagem      T6               T7 

Controle 103 125 97±3,5 95±4,1 19±2,9 11±0,9 51±4,6 30±3,8 228 96±3,5 15±4,9AB 40±11,9A 

L-carnitina 109 127 93±3,1 95±1,5 27±12,9 14±5,5 42±6,7 35±8,0 236 94±2,4 20±11,2A 39±7,7A 

CLA 101 115 88±8,2 93±2,8 16±6,0 2,3±2,3 32±1,5 20±1,7 216 91±6,2 9±8,5B 26±6,7B 

L-carnitina+CLA 110 120 91±5,6 96±5,2 17±6,2 5,4±6,2 48±11,5 26±9,4 230 93±5,5 11±8,5AB 37±1,5AB 

Total 423 487 92±5,7a 95±3,3a 20±8,0a 8,3±6,1b 43±9,7a  28±8,1b  910    
a,b Valores com letras minúsculas diferentes entre as colunas óleo e sem óleo em cada variável diferem significativamente pela comparação entre 
as médias feita pelo teste Tukey (P<0,05).  
A,B Valores com letras maiúsculas diferentes entre linhas diferem significativamente entre os tratamentos pela comparação entre as médias feita 
pelo teste Tukey (P<0,05). Bi= blastocisto inicial; Bl= blastocisto; Bx= blastocisto expandido; Bn= blastocisto em eclosão; Be= blastocisto 
eclodido. CLA= isômero trans-10 cis-12 do ácido linoleico conjugado. 
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Para os demais experimentos foram utilizados o sistema com óleo. Foi então 

avaliada a taxa de produção e a cinética de desenvolvimento embrionário nos 4 tratamentos. 

Os resultados são apresentados na Tabela 2. 

Os dados relacionados à taxa de clivagem mostraram-se semelhantes entre os 

tratamentos, assim como a velocidade de desenvolvimento embrionário no D7 (P>0,05). Já a 

quantidade de embriões produzidos no D6 e D7 foi maior no grupo Controle do que nos 

demais tratamentos (P<0,05), demonstrando que a suplementação com agentes delipidantes 

não afeta a qualidade, mas afeta negativamente a produção de embriões.  
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Tabela 2. Taxa de clivagem no dia (D) 2 de desenvolvimento e taxa de blastocisto em D6 e D7, de embriões bovinos cultivados na 

presença de substâncias delipidantes, L-carnitina e trans-10 cis-12 CLA.  

a,b Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste chi-quadrado (P<0,05). Bi= blastocisto inicial; Bl= 
blastocisto; Bx= blastocisto expandido; Bn= blastocisto em eclosão; Be= blastocisto eclodido. CLA= isômero trans-10 cis-12 do ácido linoleico 
conjugado. 

 
Tratamentos 

 
Nº de 

ovócitos 

 
Nº de embriões (%) 

D2 D6 D7 
  Clivagem Bi Bl Bx Total Bi Bl Bx Bn Be Total 

Controle 616 583(95±4,3) 52(8±1,6) 46(7±1,1)a 18(3±0,8)a 116(19±2,7)a 40(6±1,6) 83(13±1,7) 175(28±3,0) 1(0±0) 2(0±0) 301(49±3,5)a 

L-carnitina 648 618(95±3,5) 39(6±1,4) 38(6±1,2)ab 7(1±1,0)ab 84(13±2,4)b 34(5±1,1) 60(9±1,5) 159(25±2,6) 0 0 253(39±3,0)b 

CLA 627 598(95±3,7) 31(5±1,3) 45(7±1,5)ab 12(2±0,9)ab 88(14±2,6)b 27(4±1,1) 82(13±2,1) 154(25±2,7) 0 0 263(42±3,9)b 

L-carnitina+CLA 597 556(95±3,1) 29(5±0,8) 4(7±2,2)b 4(1±0,6)b 75(13±2,6)b 31(5±1,1) 72(12±1,6) 127(21±2,9) 0 0 230(39±3,9)b 
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5.1.2 Experimento 2: Efeito de substâncias delipidantes, L-carnitina e trans-10 cis-12 

CLA, durante  o cultivo embrionário na quantificação e distribuição lipídica  em 

embriões bovinos produzidos in vitro. 

 

 

Nesse experimento avaliou-se a quantidade de lipídios presentes no citoplasma 

dos embriões D7 (Bx), além da distribuição dos grupos lipídicos dos mesmos. Os resultados 

são demonstrados na Figura 4.  

Figura 4. Efeito da L-carnitina e do isômero trans-10 cis-12 do CLA no acúmulo de 
lipídios intracitoplasmáticos em embriões bovinos. Valores expressos em 
intensidade de cinza por área obtidos através da coloração Sudan Black B em 
blastocistos expandidos no D7. P< 0,05. 

 
Como apresentado na Figura 2, os embriões cultivados no meio acrescido de L-

carnitina apresentaram menor quantidade de lipídios no citoplasma do que aqueles cultivados 

sem a presença de agentes delipidantes (P= 0,0138) ou na presença do isômero trans-10 cis-

12 do CLA (P= 0,0261). Entretanto, no grupo onde o meio foi suplementado com L-

carnitina+CLA não houve diferença na quantificação dos lipídios com relação aos demais 

tratamentos. 
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Figura 5. Dendrograma de embriões bovinos (Bx) em D7 submetidos a quatro 
tratamentos distintos durante o cultivo in vitro. Análise realizada 
através do MALDI-TOF. Dados adquiridos no intervalo de massa entre 
500-1000 m/z. CLA= isômero trans-10 cis-12 do ácido linoleico 
conjugado. 

 
 

A Figura 5 mostra a distribuição da composição de lipídios entre os diferentes 

tratamentos. Pode-se observar que o grupo Controle apresentou-se distante dos demais 

tratamentos.  Os tratamentos CLA e L-carnitina apresentaram-se mais agrupados entre si do 

que os outros tratamentos, mostrando uma similaridade entre os lipídios existentes nos 

embriões cultivados nesses tratamentos. Além disso, o grupo L-carnitina+CLA, apesar de 

menos agrupado com relação aos tratamentos em que se utilizaram agentes delipidantes, 

apresentou-se mais próximo desses tratamentos do que ao grupo Controle.     
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5.2 Discussão 

 

 

Com relação aos resultados obtidos no experimento 1, inicialmente realizou-se 

um pré-experimento para avaliar se o isômero trans-10, cis-12 do CLA  tenderia a migrar para 

o óleo, por ser um ácido graxo, levando a uma avaliação errônea do efeito dos tratamentos 

onde foi utilizado essa substância. Os resultados demonstraram que não houve interação entre 

os sistemas de cultivo e os tratamentos. Portanto, se os tratamentos utilizados apresentaram 

taxa de produção de embriões alta ou baixa no sistema de cultivo com óleo, essa taxa foi 

proporcional no sistema de cultivo sem óleo. No entanto, observou-se o efeito do sistema de 

cultivo com relação à taxa de produção de embriões em D6 e D7, uma vez que a porcentagem 

de embriões produzidos foi maior nesse sistema, quando comparado ao sistema de cultivo 

sem óleo. Até o momento, na literatura não tinha sido realizada a comparação entre o efeito 

do CLA na presença ou ausência do óleo no sistema de cultivo. Portanto, sugere-se que esse 

isômero do CLA pode ser utilizado tanto na presença quanto na ausência do óleo siliconado.  

No experimento 1, avaliou-se o efeito da L-carnitina e trans-10 cis-12 CLA, 

durante o  cultivo embrionário na produção de embriões in vitro. Os resultados demonstraram 

que a taxa de clivagem, assim como a velocidade de desenvolvimento embrionário no D7, não 

foram afetadas na presença dos agentes delipidantes, pois não houve diferença significativa 

entre os tratamentos (P>0,05).  

Esses resultados foram semelhantes aos encontrados por Takahashi et al. 

(2013), Phongnimitr et al. (2013) e Chankitisakul et al. (2013),  quando utilizaram a mesma 

dose de L-carnitina durante a maturação e/ou cultivo in vitro de embriões bovinos, assim 

como os resultados encontrados por Stinshoff et al. (2014) e Batista et al. (2014) ao utilizarem 

100 µM de trans-10 cis-12 CLA durante o CIV, uma vez que esses autores obtiveram taxas de 

clivagem semelhantes, quando o grupo suplementado com essas substâncias foi comparado ao 

grupo controle.  

No entanto, no presente estudo a quantidade de embriões produzidos no D6 e 

D7 foi maior no grupo Controle do que nos demais tratamentos (P<0,05), demonstrando que a 

suplementação com agentes delipidantes não afeta a qualidade, mas afeta negativamente a 

produção de embriões. Esses resultados diferem dos encontrados por Takahashi et al. (2013) 

quando utilizaram diferentes doses de L-carnitina durante o CIV, uma vez que esses autores 

obtiveram efeito positivo na taxa de blastocistos no D7 na presença dessa substância nas 

doses de 0,3 mg mL-1 e 0,6 mg mL-1, quando comparados ao grupo controle. Entretanto, 
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quando Phongnimitr et al. (2013) utilizaram L-carnitina na mesma dose durante as três etapas 

de PIVE não observaram diferença na taxa de blastocistos quando comparados ao grupo 

controle. Corroborando esses resultados, Chankitisakul et al. (2013) também  não observaram 

diferença significativa entre o grupo suplementado e o grupo controle com relação à taxa de 

blastocistos em D8, quando utilizaram L-carnitina durante a MIV.  

Já com relação ao efeito negativo da suplementação com 100 µM de trans-10 

cis-12 CLA durante o CIV, nossos resultados foram semelhantes aos relatados por Stinshoff 

et al. (2014), quando obtiveram taxas de blastocistos no D8 apresentando menor porcentagem 

nos embriões que foram cultivados na presença dessa substância, quando comparados ao 

grupo controle, corroborando esse efeito negativo no desenvolvimento embrionário. Esses 

autores atribuíram essa diminuição à utilização de 5 µL de dimetilsufóxido (DMSO) no meio 

suplementado com 100 µM de trans-10 cis-12 CLA, citando que o efeito tóxico dessa 

substância poderia ter afetado o desenvolvimento embrionário. Entretanto, no presente 

experimento, onde não foi utilizado DMSO, além do CLA ter causado um efeito negativo na 

taxa de blastocisto em D7, ao contrário do que se esperava, nos embriões que foram expostos 

a esse tratamento a quantidade de lipídios não diminuiu, assim como observado por Absálon-

Medina et al. (2014). 

 Esses autores também observaram menores taxas de blastocisto quando 

suplementaram o meio de maturação ou cultivo in vitro de embriões bovinos. O efeito desse 

tratamento pode ter afetado o transportador de glicose. Assim, o trans-10 cis-12 CLA pode ter 

redirecionado a glicose para síntese de TAG, comprometendo a glicólise, uma vez que essa 

via metabólica é fisiologicamente aumentada durante a compactação da mórula (Thompson et 

al, 2000; Granlund et al., 2005; Absalón-Medina et al., 2014). Portanto, esse 

redirecionamento da glicose e aumento da lipogênese resultaram no aumento do conteúdo 

lipídico desses embriões, prejudicando também seu desenvolvimento embrionário (Sutton-

McDowall et al., 2012). Além disso, vale ressaltar que níveis elevados de AG podem afetar a 

atividade mitocondrial e sinalização celular durante a PIVE, tal como refletido pelo 

desenvolvimento embrionário comprometido (Marei et al., 2009; Al Darwich et al., 2010; 

Van Hoeck et al., 2013).  

No entanto, nossos resultados divergem dos encontrados por Batista et al. 

(2014), visto que esses autores não observaram diferença entre o grupo controle e o 

suplementado com CLA, com relação à taxa de blastocisto no D8. Além disso, Leão et al. 

(2015) também não observaram diferença nas taxas de blastocisto no D7 de desenvolvimento 

embrionário, quando da suplementação com a mistura de 100 µM de cis-9 trans-10 e trans-10 
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cis-12 CLA durante a maturação, cultivo in vitro, maturação e cultivo in vitro em comparação 

ao grupo controle. 

No presente estudo, apesar de não ter sido mensurado o nível de ROS, sugere-

se que esse efeito negativo na taxa de blastocisto seja atribuído ao possível aumento dos 

níveis de ROS nos embriões na presença da L-carnitina, uma vez que as ROS causam danos 

celulares, como a fragmentação do DNA e apoptose, e conseguinte bloqueio no 

desenvolvimento embrionário. Assim, a L-carnitina pode não ter eliminado quantidade 

suficiente de ROS, resultando na diminuição do desenvolvimento embrionário. Sobretudo, 

Takahashi et al. (2013) demonstraram um aumento nos níveis de peróxido de hidrogênio 

(H2O2)  nos estágios de duas para oito células, o que resultou em maior acúmulo de ROS. Os 

autores consideraram que a partir da fase de oito células, o aumento intracelular de ROS pode 

ter neutralizado o efeito antioxidante da L-carnitina. Além disso, Rahme (2012) também 

observou aumento nos níveis de H2O2 nos embriões que foram cultivados na presença de 

trans-10 cis-12 CLA, mas não observou diferença na taxa de blastocisto. No entanto, no 

presente experimento, apesar de também não ter sido mensurado, o nível de ROS gerado nos 

embriões na presença do CLA pode ter afetado seu desenvolvimento embrionário. 

Apesar dos resultados positivos encontrados nos trabalhos citados 

anteriormente, ressalta-se que a melhora na produção desses embriões foi devido ao aumento 

no metabolismo lipídico mitocondrial e o efeito antioxidante da L-carnitina, uma vez que 

reduziu o nível de ROS intracelulares que poderiam induzir a fragmentação do DNA dos 

embriões (Abdelrazik et al., 2009; Dunning et al., 2010). No entanto, quando a L-carnitina 

atua no metabolismo lipídico através da translocação de AG a partir do citosol para o interior 

da mitocôndria, para então serem submetidos à β-oxidação na forma de acetil CoA, O NADH 

gerado a partir acetil CoA é utilizado mais tarde no ciclo do ácido cítrico. Essa utilização do 

NADH através da fosforilação oxidativa produz ATP, e ROS como subproduto. Sendo assim, 

o aumento na produção de energia também aumenta o nível de ROS nos embriões (Harvey et 

al., 2002; Sutton-Mcdowall et al., 2012). Isso justificaria o possível aumento nos níveis de 

ROS no presente estudo, e consequente efeito negativo na taxa de blastocistos em D7. Já no 

grupo Controle o nível de ROS produzido não afetou a taxa de blastocistos, pois a quantidade 

produzida não foi suficiente para causar os danos que esse subproduto causou nos embriões 

tratados com os agentes delipidantes. 

Mesmo assim, ressalta-se que a utilização dessas substâncias delipidantes teve 

como objetivo principal a diminuição do conteúdo lipídico, com intuito de aumentar a 

resistência desses embriões ao processo de criopreservação, assim como demonstrado por 
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Batista et al. (2014) e Leão et al. (2015), uma vez que o CLA reduz a síntese de ácidos graxos 

e sua absorção pelo fato de inibir a expressão de genes que codificam enzimas de síntese de 

lipídios e inibe a atividade da lipoproteína lipase, enzima responsável pela hidrólise de 

triglicerídeos extracelulares e liberação de AG (Gervais et al., 2009).  

Vale ressaltar as diferenças existentes no metabolismo embrionário de 

embriões bovinos produzidos in vivo e in vitro. A grande relação entre as diferenças nas 

mitocôndrias nesses embriões é questionada principalmente pela capacidade do embrião em 

metabolizar as reservas energéticas suficientes para seu desenvolvimento. Alguns estudos 

demonstraram que a diferença na densidade mitocondrial está diretamente relacionada à 

qualidade embrionária, o que faz com que o embrião PIV apresente menor qualidade com 

relação ao in vivo (Farin et al., 2004). Isso explica o aumento no conteúdo lipídico de 

embriões bovinos PIV na presença do SFB.  

Nossos resultados demonstraram que apesar da suplementação com as duas 

substâncias delipidantes ter apresentado menor porcentagem de embriões quando comparados 

ao grupo controle, o tratamento com L-carnitina resultou em embriões com menor conteúdo 

lipídico com relação ao grupo controle e o tratamento CLA. Isso sugere que se esses embriões 

fossem criopreservados, possivelmente poderiam apresentar taxas de re-expansão 

satisfatórias, uma vez que a acúmulo de lipídios aumenta a sensibilidade de embriões bovinos 

PIV quando submetidos ao processo de criopreservação. Contudo, no tratamento L-

carnitina+CLA não foi observada diferença na quantificação de lipídios quando comparado 

aos demais tratamentos. Portanto, a mesma consideração feita anteriormente com relação à 

criopreservação desses embriões pode ser sugerida para os embriões cultivados na interação 

dessas duas substâncias delipidantes. Para confirmar esse possível efeito positivo pós-

criopreservação, esses embriões devem passar por esse processo, através da vitrificação ou 

congelamento, para responder todas as questões que ficaram em aberto.   

Nesse mesmo sentido, estudos que utilizaram L-carnitina durante a maturação 

e/ou cultivo in vitro de embriões bovinos PIV, independentemente da taxa de produção de 

blastocisto, quando os embriões foram criopreservados os resultados obtidos pós-aquecimento 

mostraram-se satisfatórios quando comparados ao grupo controle, onde observaram maiores 

taxas de re-expansão pós-aquecimento nos embriões que foram expostos à L-carnitina nas 

doses de 0,3 e 0,6 mg mL-1 com relação ao grupo controle, 24h, 48h e 72h (P<0,05) 

(Takahashi et al., 2013). Entretanto, Phongnimit et al. (2013) apesar de terem observado 

maior porcentagem de embriões no D7 no grupo que foi suplementado com 0,6 mg mL-1 de L-
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carnitina durante a MIV e FIV, não observaram diferença na porcentagem de embriões re-

expandidos pós-aquecimento com relação ao grupo controle (P>0,05).  

Além disso, Batista et al. (2014) obtiveram maiores taxas de re-expansão 24 

horas pós-aquecimento nos embriões que foram cultivados na presença do trans-10 cis-12 

CLA com relação ao grupo controle, além da diminuição do conteúdo lipídico dos mesmos 

(P<0,01). No entanto, Leão et al. (2015) não realizaram avaliações de quantificação do 

conteúdo lipídico nos embriões, mas observaram mudanças no perfil lipídico dos embriões 

cultivados na presença da mistura de cis-9 trans-10 e trans-10 cis-12 CLA, visto que o perfil 

de fosfatidilcolina e esfingomielina aumentou. Esses lipídios são componentes da membrana 

de células eucarióticas e contém resíduos de ácido graxo CLA, assim foi explicado o 

enriquecimento dos mesmos quando expostos aos isômeros do CLA, o que aumentou o nível 

de insaturação nas membranas dos blastocistos e conseguinte fluidez.  Esses autores 

demonstraram que a taxa de re-expansão 3h e 24h pós-aquecimento foi maior nos embriões 

maturados e cultivados in vitro na presença do CLA, quando comparados ao grupo controle 

(P<0,05). 

Outra avaliação feita nesse estudo foi a da distribuição dos grupos lipídicos nos 

diferentes tratamentos, demonstrada através do dendrograma obtido pela análise de MALDI-

TOF. Observou-se que o grupo controle manteve-se distante dos demais tratamentos. Entre os 

tratamentos, o CLA e L-carnitina se mostraram mais agrupados. Já o tratamento L-

carnitina+CLA, apresentou-se mais próximo dos outros tratamentos do que do grupo controle. 

O perfil lipídico dos embriões foi alterado de acordo com os tratamentos (Figura 3). Sendo 

assim, essa distribuição demonstrou a variação nos grupos lipídicos entre os tratamentos. 

Esses dados corroboram os resultados obtidos por Leão et al. (2015) através de espectrometria 

de massa, onde demonstraram que o CLA foi capaz de alterar o perfil lipídico de embriões 

bovinos produzidos in vitro, consequentemente aumentou a fluidez da membrana e melhorou 

a taxa de sobrevivência embrionária pós-criopreservação.  

A tentativa de utilizar L-carnitina e o CLA associados, durante o cultivo in 

vitro de embriões PIV, foi atribuída às formas distintas de atuação dessas substâncias no 

metabolismo lipídico, como demonstrado nos trabalhos citados anteriormente. Sendo assim, a 

hipótese do presente estudo foi que a interação dessas substâncias poderia resultar num efeito 

sinérgico quanto à redução de lipídios nos embriões. No entanto, o tratamento L-

carnitina+CLA não diferiu dos demais. Sendo assim, sugere-se que pode ter ocorrido um 

equilíbrio na quantidade de lipídios nesse tratamento, e não se sabe se esse equilíbrio afeta ou 

não a sobrevivência embrionária pós-criopreservação, uma vez que os embriões do presente 
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estudo não foram criopreservados. Isso pode ter sido devido à concentração das substâncias 

delipidantes utilizadas. Porém, as doses eleitas para serem utilizadas no presente estudo foram 

baseadas na literatura de acordo com os melhores resultados obtidos quando foram 

comparadas as diferentes variáveis estudadas (Takahashi et al., 2013; Batista et al., 2014). 

Sobretudo, a grande importância da utilização desses agentes está relacionada à 

diminuição do conteúdo lipídico, diminuição da sensibilidade embrionária ao processo de 

criopreservação e consequente melhora nas taxas de re-expansão pós-criopreservação. Sendo 

assim, o tratamento L-carnitina diminuiu de forma significativa a quantidade de lipídios 

intracitoplasmáticos em embriões no estágio de Bx, e não afetou a qualidade dos mesmos, 

sendo sugestivo de aumento na resistência à criotolerância.  
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6 CONCLUSÕES 

 

 

Independentemente de serem utilizadas em associação ou separadas, essas 

substâncias tiveram efeito negativo na taxa de blastocistos em D7. Porém, o tratamento com 

L-carnitina durante o cultivo in vitro diminuiu de forma significativa a quantidade de lipídios 

intracitoplasmáticos nos embriões bovinos.  
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