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hCG - Gonadotrofina coriônica humana  

H2O2 - peróxido de hidrogênio  

HO• - radical hidroxila 

ROO• - radical peroxila  

H2DCFDA - diacetato de 6-carboxi-2’,7’-diclorodihidrofluoresceína  

HEPES - N- (2-hydroxyethyl) piperazine-N’- (2-ethanesulfonic acid); 4- (2 

Hydroxyethyl) piperazine- 1-ethanesulfonic acid  

hpi - horas pós-inseminação  

IETS – “International Embryo Transfer Society”  
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M I - metáfase I  

M II - metáfase II    

MAPK 1 - “mitogen-activated protein kinase 1” 

MAPK 3 - “mitogen-activated protein kinase 3” 

MEM - Solução de aminoácidos não essenciais 100X  

mg - Miligrama    

MIV - Maturação in vitro  

mL - Mililitro  

mm - Milímetros  

mM – Milimolar    

mRNA – RNA mensageiro  

n - Número  

n-3 – Ômega 3  

P – probabilidade 

PGE2 – Prostaglandina E2  

PGF2α – Prostaglandina F2α  

PHE - Penicilina, Hipotaurina e Epinefrina 

PIV - Produção in vitro de embriões 

PTGER2 - genes Knockout para o receptor da PGE2  

PTGS2 - prostaglandina-endoperoxidesintetase  

PUFA – Ácidos graxos poliinsaturados  

PVP – Polivinil pirrolidona 

ROS - “reactive oxygen species” 

SAS – Sistema de análise estatística  

SCD – “Stearoyl-CoA dessaturases”  

SFB - Soro fetal bovino  

SOFaa- “Synthetic Oviduct Fluid” suplementado com aminoácidos 

SREBP - “Sterol-regulatory element binding protein”  

TI - telófase I  

TALP-FIV – “Tyrode’s” albumina lactato piruvato  

TCM-199 – “Tissue culture medium” 199  

VI-1 – Solução de vitrificação 1  
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VI-2 - Solução de vitrificação 2  

VG - vesícula germinativa  

vs - versus  

µg - Micrograma  

µL - Microlitro  

µm – Micrometro  

µM – Micromolar  

% - Porcentagem  
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ADIÇÃO DE ÁCIDO LINOLÊNICO E L-CARNITINA NA MATURAÇÃO 
OOCITÁRIA: EFEITOS SOBRE O METABOLISMO CELULAR, POTENCIAL DE 

DESENVOLVIMENTO E CRIOTOLERÂNCIA DE EMBRIÕES BOVINOS 
PRODUZIDOS IN VITRO 

 
 

RESUMO – Com o intuito de aperfeiçoar os resultados da criopreservação de 
embriões bovinos produzidos in vitro (PIV), este estudo foi conduzido com o objetivo 
principal de avaliar o impacto da suplementação do meio de maturação in vitro (MIV) 
com ácido linolênico (ALA), associado ou não à L-carnitina (L-car), sobre a 
maturação e qualidade do oócito, especialmente no que se refere ao metabolismo 
lipídico, e sobre o desenvolvimento e resistência à criopreservação dos embriões 
produzidos. Para tanto, em uma primeira etapa (Experimentos I e II) foram 
realizados experimentos de dose-resposta para determinar as concentrações ideais 
de ALA (0, 10, 50 ou 100 µM) e L-car (0, 1, 5 ou 10 mM) a serem adicionadas ao 
meio de MIV, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) ou 0,6% de 
albumina sérica bovina (BSA). Foram avaliados os efeitos do ALA e L-car sobre a 
maturação nuclear e citoplasmática (avaliação mitocondrial, acúmulo lipídico 
intracelular e produção de espécies reativas de oxigênio intracelulares (ROS) em 
oócitos bovinos) e o subsequente desenvolvimento embrionário. No Experimento I, a 
adição de 100 µM de ALA em meio de MIV suplementado com SFB resultou em 
redução (P<0,05) do acúmulo lipídico citoplasmático e do acúmulo intracelular de 
ROS, assim como aumento (P<0,05) do potencial de membrana mitocondrial (PMM), 
em relação às demais concentrações de ALA. No entanto, nenhum desses efeitos 
prejudicou (P>0,05) a maturação oocitária e o subsequente potencial de 
desenvolvimento embrionário. No Experimento II, a suplementação do meio de MIV 
com L-car resultou em redução (P<0,05) do acúmulo lipídico citoplasmático, na 
presença de SFB. Somados os efeitos da concentração de 10 mM de L-car na 
presença de SFB sobre a redução (P<0,05) do PMM e elevação (P<0,05) do 
conteúdo de ROS e, do efeito negativo (P<0,05) da suplementação do meio de MIV 
com BSA sobre o desenvolvimento embrionário, conclui-se que a suplementação 
com 5 mM de L-car na presença de SFB superou os resultados dos demais grupos. 
Em uma segunda etapa (Experimento III), baseado nos resultados dos experimentos 
anteriores foi avaliado o efeito da suplementação com ALA (100 µM), L-car (5mM) 
ou a associação de ambos os tratamentos (ALA + L-car), durante o cultivo de MIV 
com 10% de SFB, sobre o subsequente desenvolvimento in vitro, qualidade 
embrionária (avaliada pela contagem do número total de células e taxa de 
apoptose), conteúdo intracelular de ROS e acúmulo lipídico intracitoplasmático, além 
da criotolerância embrionária. Para tanto, oócitos foram fecundados durante 24 
horas e os prováveis zigotos cultivados in vitro (CIV). Foram avaliadas a taxa de 
clivagem (48 hpi) e o desenvolvimento embrionário até a fase de blastocistos (D7 do 
CIV). Estes foram vitrificados e posteriormente reaquecidos para avaliação da 
sobrevivência embrionária pós-criopreservação, após 24 h e, taxa de eclosão após 
48 h de re-cultivo in vitro. Também nesta etapa, foi avaliada a regulação da 
expressão de genes envolvidos com o metabolismo lipídico (regulação da 
lipogênese: SCD1, FASN e SREBP1; regulação da via metabólica de β-oxidação: 
CPT1B e CPT2), em oócitos suplementados com ALA e/ou L-carnitina durante o 
cultivo de MIV, e nos embriões produzidos. Os tratamentos com ALA e L-car 
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realizados na etapa de MIV não suportaram os efeitos positivos observados nos 
estudos anteriores sobre a redução do acúmulo lipídico e melhora do potencial de 
desenvolvimento oocitário. Os tratamentos não alteraram o conteúdo lipídico e 
consequentemente a criotolerância dos embriões resultantes. Apesar disso, houve 
melhora da qualidade embrionária pela redução do índice apoptótico e acúmulo de 
ROS. A expressão dos genes relacionados à lipogênese sofreram influência do 
tratamento com os suplementos realizado na MIV. Porém, para os genes 
relacionados à lipólise, um possível efeito positivo foi perdido e, talvez seja 
necessário o tratamento na etapa de CIV. Portanto, mais estudos são necessários 
para avaliar a etapa mais adequada da PIV para se realizar a suplementação com 
ALA, L-car e a associação de ambos os tratamentos, objetivando alterar o conteúdo 
lipídico e consequentemente a criotolerância embrionária.    
 
Palavras-chave: ácido linolênico, L-carnitina, maturação in vitro, acúmulo lipídico, 
criotolerância embrionária 
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LINOLENIC ACID AND L-CARNITINE ON OOCYTE MATURATION: EFFECTS ON 
CELLULAR METABOLISM, DEVELOPMENT POTENTIAL AND 

CRYOTOLERANCE OF IN VITRO PRODUCED BOVINE EMBRYOS 
 
 

ABSTRACT – In order to improve the results of cryopreservation of bovine in 
vitro produced (IVP) embryos, this study was conducted with the main objective to 
assess the impact of in vitro maturation medium (IVM) supplementation with linolenic 
acid (ALA), associated or not with L-carnitine (L-car), on oocyte maturation and 
quality, specially regarding to lipid metabolism and on development and 
cryoresistance of produced embryos. Therefore, in a first step (Experiments I and II) 
were performed dose-response experiments to determine the optimal concentrations 
of ALA (0, 10, 50 or 100 µM) and L-car (0, 1, 5 or 10 mM) to be added to IVM 
medium, supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) or 0.6% bovine serum 
albumin (BSA). The effects of ALA and L-car on nuclear and cytoplasmic maturation 
[mitochondrial evaluation, intracellular lipid accumulation and intracellular production 
of reactive oxygen species (ROS)] and subsequent embryonic development were 
evaluated. In Experiment I, the IVM supplementation with 100 mM of ALA in FCS-
supplemented medium resulted in reduction (P<0.05) of cytoplasmic lipid and 
intracellular ROS accumulation, as well as, increased (P<0.05) mitochondrial 
membrane potential (MMP), relative to the other ALA concentrations. However, none 
of these effects damaged (P<0.05) oocyte maturation and the subsequent embryo 
development potential. In Experiment II, the IVM medium supplementation with L-car 
resulted in significant reduction (P<0.05) of cytoplasmic lipid content even in the FCS 
presence. Combined effects of 10 mM L-car in FCS-supplemented medium on MMP 
reduction (P<0.05), ROS production increase (P<0.05), and the negative effect  
(P<0.05) on embryonic development of BSA IVM medium supplementation, we can 
conclude that concentration of 5 mM L-car in the presence of FCS exceeded the 
results of the other groups. Based on previous experiments results, in a second step 
(Experiment III), the effects of supplementation with ALA (100 µM), L-car (5 mM) or a 
combination of both treatments (ALA + L-car) during IVM culture, with 10% FCS were 
evaluated on subsequent embryo development and quality (assessed by total cell 
number and apoptosis rate), intracellular lipid and ROS content, in addition to 
embryonic cryotolerance. For this, oocytes were fertilized for 24 h and the 
presumptive zygotes in vitro cultured (IVC). Cleavage rate (48 hpi) and embryonic 
development until blastocyst stage (D7 IVC) were evaluated. Blastocysts were 
vitrified and subsequently warmed for post-cryopreservation embryo survival 
evaluation, after 24 h, and hatching rate, after 48 h IVC. The gene expression 
regulation of lipid metabolism related genes (lipogenesis regulation: SCD1, FASN 
and SREBP1; β-oxidation pathway regulation: CPT1B and CPT2), was also 
performed in this step. There were evaluated ALA and/or L-car supplemented 
oocytes during IVM culture, and the produced embryos. The treatments made in IVM 
step did not support the positive effects observed in the previous studies on the lipid 
content reduction and the improvement in oocyte development potential. They did not 
change the lipid content and therefore, embryonic cryotolerance. Despite this, there 
was an improvement in embryo quality by reduction of the apoptotic index and ROS 
production. Lipogenesis-related genes expression was influenced by the treatment 
conducted during IVM. However, for lipolysis-related genes, a potential positive effect 
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was losted and, may be need the treatment on IVC step. Therefore, further studies 
are necessary to assess the most appropriate IVP step to perform ALA, L-car and the 
combination of both treatments supplementation, aiming changes in lipid content, 
and consequently the embryonic cryotolerance. 
 
Keywords: linolenic acid, L-carnitine, in vitro maturation, lipid content, embryo 
cryotolerance  
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CAPÍTULO 1 – Considerações gerais 
 
 
1. INTRODUÇÃO 

  

 

Nas últimas décadas ocorreram grandes melhorias nos sistemas de produção 

in vitro (PIV) de embriões, com o aperfeiçoamento dos métodos de cultivo e novos 

conhecimentos sobre a fisiologia, ultra-estrutura e morfologia embrionária 

(GARDNER, 2008). Atualmente, um dos principais obstáculos associado com a 

utilização extensiva dessa tecnologia é a maior sensibilidade dos embriões PIV à 

criopreservação (SUDANO et al., 2011).  

A reduzida criotolerância de embriões bovinos PIV se deve, principalmente, 

ao seu excessivo conteúdo lipídico (SEIDEL, 2006; HORVATH et al., 2006; 

PEREIRA et al., 2007; LAPA et al., 2011). A maior parte dos lipídios intracelulares 

em oócitos e embriões bovinos são os triacilgliceróis, os quais correspondem a 50% 

da massa lipídica total em embriões produzidos in vivo. No entanto, essa proporção 

pode alcançar até 88% da massa de lipídios em embriões produzidos in vitro 

(PEREIRA et al., 2008). Embora esse acúmulo lipídico intracitoplasmático seja 

prejudicial à criotolerância, tem um papel fisiológico importante, pois funciona como 

um reservatório potencial de energia para o desenvolvimento embrionário inicial, 

antes da ativação de seu próprio genoma (KIM et al., 2001; ZERON et al., 2001; 

STURMEY et al., 2009), e também atua na biossíntese da membrana plasmática 

(AARDEMA et al., 2011).  

Até o momento, não está claro o porquê e como ocorre esse acúmulo 

excessivo de lipídios em oócitos cultivados in vitro. Sabe-se que pode ser 

influenciado pelos suplementos utilizados no meio de cultivo indefinido, 

especialmente o soro fetal bovino (SFB) utilizado durante a maturação in vitro (MIV), 

do qual os oócitos absorvem lipídios que serão esterificados em triacilgliceróis e 

ésteres de colesterol e estes são armazenados em gotas de lipídios citoplasmáticas 

na forma de lipídios neutros (KIM et al., 2001). Há uma grande necessidade em se 

compreender os mecanismos envolvidos na transferência e utilização dos lipídios 



	
   2	
  

por parte dos oócitos e embriões em meios suplementados com fontes de ácidos 

graxos (BILBY et al., 2006).  

Outra possibilidade para explicar o excessivo conteúdo lipídico é a ocorrência 

de anormalidades no metabolismo energético do embrião, que afetam a função 

mitocondrial, levando ao decréscimo tanto na qualidade quanto na sobrevivência 

embrionária pós-criopreservação (SUDANO et al., 2011). Todavia, isto ainda deve 

ser melhor investigado.  

Acredita-se que o maior acúmulo de lipídios intracelulares em embriões PIV 

seja decorrente do efeito “Crabtree”, ou seja, a glicólise excessiva resultante da 

elevação na concentração celular de precursores para a síntese de lipídios 

(GARDNER et al., 2000). Concomitantemente, ocorre um declínio na oxidação e 

redução celulares, afetando o metabolismo mitocondrial e prejudicando a 

metabolização dos complexos de lipídios a partir da β-oxidação (SUDANO et al., 

2011). Dessa forma, há a produção inadequada de energia (GARDNER et al., 2000).  

Todavia, o acúmulo excessivo de lipídios intracelulares durante o 

desenvolvimento embrionário in vitro prejudica a qualidade dos embriões PIV pelo 

aumento de sua sensibilidade ao estresse oxidativo e à criopreservação (PEREIRA 

et al., 2008; AL DARWICH et al., 2010).  

Para lidar com as baixas taxas de sucesso da criopreservação embrionária, 

duas estratégias podem ser adotadas: buscar modificar as técnicas de 

criopreservação ou as próprias células, tornando-as mais criotolerantes (SEIDEL, 

2006). As modificações das técnicas geralmente melhoram os resultados, porém são 

limitadas. Já as modificações nos sistemas de PIV resultam na produção de 

embriões com melhor qualidade e maior resistência à criopreservação (SUDANO et 

al., 2011). 

O acúmulo de lipídios em oócitos e embriões, bem como o metabolismo 

dessas células, podem ser alterados pela adição de moléculas como os ácidos 

graxos poliinsaturados (PUFA – “polyunsaturated fatty acids”) nos meios de cultivo 

(PEREIRA et al., 2007; LEÃO et al., 2015). Particularmente, os PUFA da família 

Omega 3 (n-3) tem um papel importante no controle da lipogênese, assim como em 

eventos fisiológicos que reduzem a expressão gênica de diversas enzimas 

envolvidas no metabolismo de lipídios (AL DARWICH et al., 2010). Estudos recentes 
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relataram que a suplementação com L-carnitina (L-car) nos meios de cultivo 

promoveu a redução do conteúdo lipídico intracelular em embriões bovinos PIV 

(TAKAHASHI et al., 2013; BALDOCEDA et al., 2015) e em oócitos suínos MIV 

(SOMFAI et al., 2011), podendo ser utilizada como um tratamento visando aumentar 

a criotolerância (BALDOCEDA et al., 2015). 

Com o intuito de aperfeiçoar os resultados da criopreservação de embriões 

bovinos PIV, este estudo foi conduzido com o objetivo principal de avaliar o impacto 

da suplementação do meio de MIV com ALA, associado ou não à L-car, sobre a 

maturação e qualidade do oócito, especialmente no que se refere ao metabolismo 

lipídico, e sobre o desenvolvimento e resistência à criopreservação dos embriões 

bovinos produzidos. 
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CAPÍTULO 5 – CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 

 Os tratamentos propostos nesse estudo, com ALA e L-car na etapa de MIV 

demonstraram efeitos satisfatórios sobre a redução do acúmulo lipídico e aumento 

da qualidade oocitária, mesmo na presença de SFB. O comprometimento da 

produção embrionária na ausência da suplementação com SFB na MIV, viabiliza a 

utilização dos suplementos no sistema de PIV de embriões bovinos, uma vez que 

demonstraram efeitos positivos sobre o metabolismo lipídico em oócitos.  

Entretanto, esses efeitos não foram continuados nos embriões produzidos 

oriundos dos oócitos tratados. Acredita-se que as condições do ambiente de cultivo 

e mesmo o momento da suplementação tenham influenciado nestes resultados. A 

expressão dos genes relacionados à lipogênese sofreram influência do tratamento 

com os suplementos realizado na MIV. Porém, para os genes relacionados à lipólise, 

um possível efeito positivo foi perdido.  

Portanto, mais estudos são necessários para avaliar a etapa mais adequada 

da PIV para se realizar a suplementação com ALA, L-car e a associação de ambos 

os tratamentos, objetivando alterar o conteúdo lipídico e consequentemente a 

criotolerância embrionária.    

 

 


