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MÉTODO PARA MODIFICAÇÃO DA COMPOSIÇÃO DE LIPÍDEOS DE 

SUPERFÍCIE EM CÉLULAS DE BLASTOCISTO DE MAMÍFEROS 

Campo da invenção: 

[001] A presente invenção refere-se ao método para 

modificação da composição de lipídeos de superfície em 

células de blastocisto de mamíferos, cuja modificação ocorre 

durante a própria etapa de cultivo in vitro da produção in 

vitro de embriões. 

[002] Dito método é caracterizado por utilizar vesículas 

lipídicas multilamelares (MLVs) as quais alteram o perfil 

lipídico da membrana dos embriões, potencialmente conferindo 

diferente criotolerabilidade. 

Fundamentos da invenção: 

[003] A criopreservação de embriões é uma tecnologia de 

reprodução assistida que permite o armazenamento do excesso 

de embriões derivados da produção in vitro e programas de 

transferência de embriões de modo que eles possam ser 

comercializados ou transferidos no momento mais conveniente. 

A produção in vitro comercial de embriões é realizada em 

larga escala para as raças Nelore, por exemplo, devido ao 

alto rendimento de oócitos com aspiração folicular guiada 

por ultrassonografia. Em 2015, por exemplo, o Brasil produziu 

mais de 353 mil embriões in vitro, sendo um dos países que 

mais produz embriões in vitro no mundo (Viana & Figueiredo, 

2016). 

[004] Apesar de ser considerada uma técnica 

estabilizada, ainda continua enfrentando um de seus fatores 

mais limitantes que é a alta sensibilidade dos embriões a 

criopreservação. Embriões produzidos in vitro são, 

entretanto, mais sensíveis a criopreservação do que aqueles 
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produzidos in vivo e que esta criotolerância reduzida está 

associada ao alto conteúdo lipídico presente no citoplasma 

desses embriões (Abe et al., 2002). 

[005] Os níveis de gotas lipídicas citoplasmáticas são 

associados com a taxa reduzida de sobrevivência após a 

criopreservação. Embriões de mamíferos produzidos in vitro 

tem uma alteração em suas gotas lipídicas citoplasmáticas 

quando comparados com os embriões produzidos in vivo e, como 

resultado, tem uma taxa de pós-criopreservação reduzida. 

Assim, a pesquisa sobre esses lipídeos tem, portanto, se 

tornando o maior foco nos últimos tempos. 

[006] No entanto, como essa alteração lipídica ocorre em 

células de embriões cultivados in vitro é desconhecida, sabe-

se apenas que ela é induzida de forma iatrogênica, ou seja, 

essa alteração ocorre de forma não intencional e acarreta, 

entre outros efeitos, em uma composição lipídica diferente 

da membrana celular dos embriões e a sua capacidade de 

suportar a criopreservação.  

[007] Como a membrana celular é essencial na capacidade 

de suportar o resfriamento, presume-se que uma das principais 

causas para a baixa tolerância ao frio dos embriões 

produzidos in vitro sejam os lipídeos alterados. 

[008] Nesse sentido, métodos que possam alterar a 

composição lipídica da membrana celular desses embriões 

produzidos in vitro, aproximando-os da composição observada 

nos embriões derivados da produção in vivo e com maior 

tolerância às baixas temperaturas, seriam potencialmente 

promissores para melhorar a criotolerância de embriões 

produzidos in vitro. Assim, entende-se que seja possível 

criopreservar os embriões produzidos in vitro com maior 
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eficiência, o que resulta em uma maior produção de recém-

nascidos associado com a diminuição do seu custo. 

[009] Portanto, a presente invenção refere-se a um 

método de modificação de lipídeos da membrana celular durante 

a própria etapa de cultivo in vitro (CIV) da produção in 

vitro dos embriões. Desse modo, enquanto o método de produção 

in vitro de embriões do estado da técnica modifica a 

composição lipídica da membrana celular, a presente invenção 

refere-se ao método de cultivo in vitro que modifica a 

composição lipídica dos embriões produzidos in vitro, porém 

apresentando uma etapa adicional ao CIV a qual reverte ou 

mitiga os efeitos maléficos da composição alterada de 

lipídeos. Para tanto, são utilizadas vesículas produzidas 

sinteticamente conhecidas como MLVs (do inglês multilamellar 

lipid vesicle). As MLVs se degradam com o tempo e liberam as 

vesículas mais internas e menores, as quais são absorvidas 

e/ou induzem uma alteração metabólica no embrião, resultando 

na detecção de perfil lipídico na membrana. 

Estado da técnica: 

[0010] Alguns documentos do estado da técnica 

discorrem sobre o assunto. 

[0011] O documento “Modifying oocytes and embryos to 

improve their cryopreservation” de George E. Seidel Jr (2006) 

descreve o uso de técnicas de modificação da composição 

lipídica de membranas celulares para o aumento da capacidade 

de criopreservação das células. No entanto, não é citado o 

uso de MLVs para atingir tal objetivo. Já a presente invenção 

utiliza MLVs as quais são uma inovadora abordagem para a 

troca lipídica em células de embriões e com a mínima 

alteração nas etapas de sua produção in vitro. 
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[0012] Já o documento “The infuence of lipid 

composition and lamlellarity of liposomes on the physical 

stability of liposomes upon storage” de J. de Plessis, et 

al., (1996) descreve a fabricação de uma variedade de 

vesículas lipídicas, incluindo as vesículas multilamelares 

(MLV). O enfoque desse documento está na estabilidade destas 

vesículas sintéticas frente a diversas condições de 

estocagem. Diferente do presente documento, a presente 

invenção trata da suplementação lipídica direta e/ou 

indireta que as MLVs fornecem aos embriões bovinos produzidos 

in vitro e consequentemente o potencial efeito na 

criotolerância destes. 

[0013] Como pode ser observado, atualmente, não há 

informações publicadas sobre a produção de vesículas 

lipídicas multilamelares em condições de cultivo embrionário 

in vitro. O uso in vivo de vesículas multilamelares encontra 

algumas limitações, tais como a estabilidade em fluidos 

biológicos, o aumento da escala e a esterilização, conjunto 

denominado como “Triple S” (LASIC, 1993). 

[0014] Em adição, o meio de cultivo embrionário 

contém sais e minerais (cloreto de sódio, cloreto de cálcio, 

sulfato de magnésio, potássio), aminoácidos (L-glutamina, 

aminoácidos essenciais e não essenciais) e hormônios que 

auxiliam o desenvolvimento do embrião até o estágio de 

blastocisto. Além desses componentes, a temperatura de 

incubação mimetiza o organismo in vivo do animal (38,5ºC). 

Esses componentes poderiam alterar a estabilidade da 

membrana celular. 

[0015] Embora haja a presença de aminoácidos, 

carboidratos, proteínas, lipídeos e fosfolipídios no fluido 
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do oviduto (AGUILAR E REYLEY, 2005), durante o 

desenvolvimento embrionário, a utilização de MLV no co-

cultivo com embriões bovinos, poderia causar a morte 

embrionária. Segundo Ramos (2008), qualquer substância 

exógena, adicionada durante o desenvolvimento embrionário é 

considerada perigosa. Estudos que analisam a qualidade 

embrionária indicam que o conteúdo lipídico intracelular é 

um ponto crítico na qualidade e viabilidade do embrião. O 

excesso de lipídeos acumulados intracelularmente aumenta a 

sensibilidade dos embriões ao estresse oxidativo e à 

criopreservação (AL DARWICH, et al., 2010), impossibilitando 

o desenvolvimento pós-criopreservação. 

[0016] Segundo Brooks e Moggridge (2006), a 

temperatura a qual essas vesículas são submetidas também 

pode interferir na estabilidade das mesmas. Vesículas 

produzidas em temperatura de 60ºC produzem vesículas mais 

estáveis do que as produzidas em temperaturas menores. 

[0017] Portanto, não existe menção ou previsão no 

estado da técnica sobre um método de cultivo de embriões in 

vitro que modifica a composição lipídica dos embriões usando 

as MLVs para realizar essa alteração e que supera as 

dificuldades acima apresentadas.  

[0018] Os resultados aqui apresentados demonstram 

que tanto as MLVs são estáveis em diferentes ambientes e, 

mesmo sendo produzida em meio de cultivo embrionário e 

submetidas a temperatura de 38ºC, mantiveram sua integridade 

assim como, apesar de ser uma substância exógena, não 

causaram toxicidade ou letalidade aos embriões. 

Breve descrição da invenção: 

[0019] A presente invenção refere-se ao método para 
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modificação da composição de lipídeos de superfície em 

células de blastocisto de mamíferos, cuja modificação ocorre 

durante a própria etapa de cultivo in vitro da produção in 

vitro de embriões. 

[0020] Dito método é caracterizado por utilizar 

vesículas lipídicas multilamelares (MLVs) as quais modificam 

o perfil lipídico da membrana dos embriões, conferindo maior 

criotolerabilidade. 

Breve descrição das figuras: 

[0021] Para obter uma total e completa visualização 

do objeto desta invenção, são apresentadas as figuras as 

quais se faz referências, conforme se segue. 

[0022] Figura 1 refere-se à representação dos grupos 

experimentais analisados por MALDI-MS, em que GC é o grupo 

controle, G1, G3 e G5 são os grupos de tratamentos em 

concentração de 1,0 mol/L, G3 com 1,5 mol/L e G5 com 2,0 

mol/L, respectivamente. 

[0023] Figura 2 refere-se ao “score plots” da PLS-

DA entre o grupo controle (GC) e os grupos de tratamento 

(G1, G3 e G5), sendo que a Figura 2(a) refere-se ao 

bidimensional PLS-DA score plot de MALDI-MS de embriões 

produzidos in vitro co-cultivados com MLVs (G1, G3 e G5) ou 

não (grupo Controle, CG) e a Figura 2(b) refere-se ao 

tridimensional score plot demonstrando os valores do grupo 

Controle (vermelho), G1 (verde), G3 (azul escuro) e G5 (azul 

claro). Cada ponto representa um blastocisto analisado. 

[0024] Figura 3 representa o score plots da PLS-DA 

dos grupos de tratamento (G1, G2 e G5), excluindo o grupo 

controle, sendo que a Figura 3(a) representa o bidimensional 

PLS-DA score-plot de MALDI-MS de embriões produzidos in vitro 
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co-cultivados com MLVs (G1, G3 e G5) e a Figura 2(b) 

representa o tridimensional score plot demonstrando os 

valores dos grupos tratados, em que G1 é vermelho, G3 verde 

e G5 azul. Cada ponto representa um blastocisto analisado. 

Verifica-se uma diferenciação entre os grupos, mas não houve 

discriminação entre eles, tendo o G3 com perfil 

intermediário. 

[0025] Figura 4 trata do boxplot representando a 

diferença na abundância dos seis íons mais significantes 

(m/z 720,6, 754,9, 759,0, 779,1, 781,2 e 797,3) do grupo sem 

tratamento (GC) e do grupo G5 (2,0 mol/L). 

Descrição detalhada da invenção: 

[0026] A presente invenção refere-se ao método para 

modificação da composição de lipídeos de superfície em 

células de blastocisto de mamífero, cuja modificação ocorre 

durante a própria etapa de cultivo in vitro da produção in 

vitro de embriões. 

[0027] Dito método é caracterizado por utilizar 

vesículas lipídicas multilamelares (MLVs) as quais modificam 

o perfil lipídico da membrana dos embriões, potencialmente 

conferindo uma alteração em sua criotolerabilidade. 

[0028] Assim, o referido método compreende as etapas 

de co-cultivo in vitro de vesículas multilamelares (MLVs) 

juntamente com os embriões de mamíferos. 

[0029] Mais particularmente, o método da presente 

invenção compreende: 

a) produção de vesículas multilamelares; 

b) produção in vitro de embriões; 

c) co-cultivo das vesículas multilamelares da etapa 

a) com os embriões da etapa b) durante a etapa do cultivo in 
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vitro por, pelo menos, 48 horas - e durante o período 

compreendido entre pelo menos 5º e o 7º dia pós-inseminação 

- e atmosfera de 38,5ºC e 5% de CO2.  

d) troca lipídica entre MLVs e embriões pela ação direta 

e/ou indireta.   

[0030] Para o processo de produção de vesículas 

multilamelares descrito na etapa a) foram utilizadas 

fosfatidilcolinas, mais preferivelmente fosfolipídios do 

tipo 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC).  

[0031] Já os solventes orgânicos utilizados para 

dissolver as fosfatidilcolinas foram selecionados do grupo 

de hidrocarbonetos clorados, mais preferivelmente 

clorofórmio. 

[0032] Posteriormente, as vesículas obtidas foram 

adicionadas ao meio de cultivo embrionário o qual compreendeu 

SOF (fluido de oviduto sintético) acrescido de soro fetal 

bovino (2,5% v/v), BSA (albumina sérica bovina) (5 mg/ml) e 

piruvato (13 mM). 

[0033] Para a produção in vitro de embriões descrita 

na etapa b), foram realizadas as etapas de obtenção do 

complexo cumulus-oócito, maturação in vitro, fertilização in 

vitro e desnudamento e cultivo in vitro descritas mais 

adiante. Ditas etapas foram realizadas com base em protocolo 

já conhecido do estado da técnica como, por exemplo, em 

Razza, et al., 2018 e 2019). 

[0034] Cabe ressaltar que as condições da etapa c) 

permitiram uma dinâmica mudança no diâmetro médio das 

vesículas possibilitando a sua passagem pela zona pelúcida 

até atingir as células embrionárias durante o cultivo e na 

etapa d) a troca lipídica ocorre pela ação direta, ou seja, 
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pela fusão entre as MLVs e os embriões e/ou ação indireta, 

isto é, pela indução da alteração endógena do metabolismo 

lipídico. 

[0035] Dito método foi capaz de alterar o perfil 

lipídico da membrana dos embriões, potencialmente conferindo 

uma criotolerabilidade. 

Definição: 

[0036] Como usados na presente invenção, as 

seguintes definições devem ser aplicadas, salvo indicação em 

contrário. 

[0037] O termo “embrião” se refere ao organismo 

recém-formado, durante o período entre a fertilização e os 

primeiros estágios de desenvolvimento, antes da eclosão ou 

do nascimento.  

[0038] O termo “oócitos” se refere aos gametas 

femininos que ainda não finalizaram a meiose II, portanto 

antes da fertilização e do início da mitose.  

[0039] O termo “vesículas multilamelares” se refere 

às vesículas sintetizadas a partir de lipídeos e que contém 

uma bicamada lipídica em cada uma de suas lamelas. Elas podem 

ser formadas pela hidratação de películas lipídicas até a 

síntese das vesículas com várias lamelas e com diâmetros 

variados. 

[0040] O termo “blastocistos” se refere ao estágio 

do embrião de mamífero após o aparecimento de uma cavidade 

em seu interior, a blastocele. É o estágio embrionário que 

antecede a eclosão e que sucede a compactação celular. 

[0041] O termo “mamíferos” se refere à classe de 

animais vertebrados que alimentam a sua prole com leite, que 

são providos de glândulas mamárias. Nesta invenção, em 
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particular, os mamíferos são selecionados a partir do grupo 

que compreende as espécies bovina, caprina, ovina, suína, 

equina, murina e humana, mais preferivelmente bovina.    

[0042]  O termo “co-cultivo” se refere ao cultivo in 

vitro concomitantemente e em proximidade física de duas 

entidades distintas. No caso desta invenção, o cultivo 

simultâneo e juntos dos embriões e das vesículas 

multilamelares.   

[0043] O termo “lamela” se refere à estrutura em 

forma de pequena lâmina ou membrana que é composta por duas 

camadas de lipídeos. 

Estudos realizados: 

[0044] Para demonstrar a eficácia do método da 

presente invenção, foram realizados vários estudos desde a 

caracterização e análise da estabilidade das MLVs, avaliação 

da embriotoxicidade até a avaliação dos lipídeos da membrana. 

Estudos de desempenho 

A) Caracterização e análise da estabilidade das MLVs 

[0045] A estabilidade das vesículas (diâmetro 

hidrodinâmico – DH) em condições de cultivo in vitro foi 

avaliada pela técnica de espalhamento dinâmico de luz – DLS 

(Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, EUA), 

equipado com laser He-Ne (comprimento de onda 633nm) operando 

com uma potência máxima ajustável de 15 mW (Tabela 1). 

[0046] Os resultados de DLS da Tabela 1 mostram que 

houve produção de vesículas multilamelares em meio de cultivo 

embrionário e que a incubação dessas vesículas em ambiente 

controlado (incubadora) não inibiu a produção delas. 

Contudo, é possível observar que a incubação e o tempo de 

incubação interferiram no diâmetro médio das vesículas.   
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[0047] O diâmetro médio (µm) e erro padrão médio 

(EPM) das vesículas produzidas em água ultrapura e em meio 

de cultivo embrionário, em três concentrações diferentes 

(1,0mmol/L; 1,5mmol/L e 2,0mmol/L) e em três formas de 

armazenamento (sem incubação, 24h e 48h (incubados)) estão 

descritos na Tabela 1. 

[0048] Vesículas produzidas em meio de cultivo 

embrionário na concentração de 1,0 mmol/L tiveram diâmetro 

médio de 414,67 µm, 1490,67 µm, 454,35 µm, quando foram 

armazenadas sem incubação, em incubadora durante 24h e em 

incubadora durante 48h, respectivamente. Na concentração de 

1,5 mmol/L, o diâmetro médio das vesículas foi de 704,87 µm, 

848,40 µm, 604,46 µm, para sem incubação, incubadora 24h e 

incubadora 48h, respectivamente. Para as vesículas 

produzidas na concentração de 2,0 mmol/L e mantidas sem 

incubação, incubadora 24h e incubadora 48h, o diâmetro médio 

obtido foi de 500,67 µm, 380,93 µm, 539,93 µm 

respectivamente.  

[0049] Já para as vesículas produzidas em água 

ultrapura na concentração de 1,0 mmol/L tiveram diâmetro 

médio de 1146,33 µm, 998,27 µm, 860,00 µm, para as formas de 

armazenamento, sem incubação, incubadora 24h e incubadora 

48h respectivamente. A concentração de 1,5 mmol/L produziu 

vesículas com diâmetro médio de 1073,20 µm, 684,20 µm, 716,06 

µm nas formas de armazenamento, sem incubação, incubadora 

24h e incubadora 48h respectivamente. Na concentração de 2,0 

mmol/L houve produção de vesículas com diâmetro médio de 

621,20 µm, 358,00 µm, 388,33 µm, para as formas de 

armazenamento de sem incubação, incubadora 24h e incubadora 

48h respectivamente.

Petição 870190076652, de 08/08/2019, pág. 23/50



12/31 

 

Tabela 1. Diâmetro médio (µm) ± EPM das vesículas sob diferentes formas de armazenamento. As letras 

minúsculas (na coluna) indicam diferença (P<0,05) entre os grupos, mantidos sob a mesma forma de 

armazenamento. As letras maiúsculas (na linha) indicam diferença dentro de um mesmo grupo quando 

armazenado de maneiras distintas. 

Grupos 

Forma de armazenamento 

Sem incubação 
Estufa com 5% CO2 em ar 

(24h) 

Estufa com 5% CO2 em ar 

(48h) 

 

Meio de cultivo 

embrionário 1,0 mmol/L 

 

414,67±43,62bB 

 

1490,67±202,56aA 

 

454,35±32,18cdB 

 

Meio de cultivo 

embrionário 1,5 mmol/L 

 

704,87±88,74bA 

 

848,40±129,01bcA 

 

604,46±62,45bcA 

 

Meio de cultivo 

embrionário 2,0 mmol/L 

 

500,67±39,28bAB 

 

380,93±34,99cd B 

 

539,93±37,88bcdA 
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Água Ultrapura 1,0 mmol/L 1146,33±111,30aA 998,27±125,09bA 860,00±63,02aA 

Água Ultrapura 1,5 mmol/L 1073,20±141,74aA 684,20±57,92bcdB 716,06±49,18abB 
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[0050] Como observado na Tabelas 1, houve formação 

de vesículas multilamelares em todas as formas de 

armazenamento e concentrações. Porém, quando comparados os 

grupos, água ultrapura e meio de cultivo embrionário, 

mantidos sem incubação, as vesículas preparadas em meio de 

cultivo embrionário tiveram menor diâmetro médio, mas não 

foi estatisticamente significativo (P>0,05), exceto quando 

comparados aos grupos água ultrapura 1,0 mmol/L e 1,5 mmol/L, 

que tiveram diferença estatística (P<0,05), como pode ser 

observado na Tabela 2. 

Tabela 2. Diâmetro médio e erro padrão de vesículas 

multilamelares produzidas em meio de cultivo embrionário e 

água ultrapura sem incubação. Letras diferentes na mesma 

coluna indicam diferença estatística (P<0,05) pelo teste de 

Turkey. 

Grupos Diâmetro(µm) 

CIV 1,0 mmol/L 414,67±43,62b 

CIV 1,5 mmol/L 704,87±88,74b 

CIV 2,0 mmol/L 500,67±39,28b 

Milli-Q 1,0 mmol/L 1146,33±111,30a 

Milli-Q 1,5 mmol/L 1073,20±141,74a 

Milli-Q 2,0 mmol/L 621,20±44,03b 

[0051] O efeito da incubação pelo período de 24 horas 

no diâmetro médio das vesículas é demonstrado na Tabela 3. 

Quando os grupos são submetidos ao ambiente controlado 

(incubadora) por 24 horas é possível observar que o grupo 

meio de cultivo embrionário 1,0 mmol/L teve diferença 
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estatística (P<0,05) no diâmetro médio das vesículas quando 

comparado aos grupos meio de cultivo embrionário 1,5 mmol/L 

e 2,0 mmol/L, além dos grupos água ultrapura 1,0 mmol/L, 1,5 

mmol/L e 2,0 mmol/L.   

[0052] O grupo meio de cultivo embrionário 1,5 mmol/L 

não teve diferença estatística no diâmetro médio das 

vesículas quando comparado com os grupos Meio de cultivo 

embrionário 2,0 mmol/L, água ultrapura 1,0 mmol/L e 1,5 

mmol/L mas, quando comparado ao grupo água ultrapura 2,0 

mmol/L e meio de cultivo embrionário 1,0 mmol/L há diferença 

estatística.  

[0053] O diâmetro médio das vesículas do grupo Meio 

de cultivo embrionário 2,0 mmol/L teve diferença estatística 

quando comparado aos grupos meio de cultivo embrionário 1,0 

mmol/L e água ultrapura 1,0 mmol/L, não demonstrando 

diferença na comparação aos demais. 

[0054] Na concentração de 1,0 mmol/L, as vesículas 

produzidas em água ultrapura e armazenadas em incubadora por 

24 horas demonstraram diferença estatística quando 

comparadas aos grupos meio de cultivo embrionário 1,0 mmol/L, 

2,0 mmol/L e água ultrapura 2,0 mmol/L. Não diferenciando 

dos grupos meio de cultivo embrionário 1,5 mmol/L e água 

ultrapura 1,5 mmol/L.  

[0055] O grupo água ultrapura na concentração de 1,5 

mmol/L apresentou semelhança estatística com os grupos meio 

de cultivo embrionário 1,5 mmol/L e 2,0 mmol/L, e água 

ultrapura 1,0 mmol/L e 2,0 mmol/L, apresentando diferença 

estatística apenas para o grupo Meio de cultivo embrionário 

1,0 mmol/L.   
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[0056] Para o grupo água ultrapura na concentração 

de 2,0 mmol/L houve diferença estatística para os grupos 

meio de cultivo embrionário 1,0 mmol/L e 1,5 mmol/L, e água 

ultrapura 1,0 mmol/L, não diferenciando dos demais grupos. 

Tabela 3. Diâmetro médio e erro padrão de vesículas 

multilamelares produzidas em meio de cultivo embrionário e 

água ultrapura incubadas em ambiente controlado (5% CO2, 

38,5ºC) por 24 horas. Letras diferentes na mesma coluna 

indicam diferença estatística (P<0,05) pelo teste de Turkey. 

Grupos Diâmetro 

Meio de cultivo embrionário 

1,0 mmol/L 
1490,67±202,56a 

Meio de cultivo embrionário 

1,5 mmol/L 
848,40±129,01bc 

Meio de cultivo embrionário 

2,0 mmol/L 
380,93±34,99cd 

Água ultrapura 1,0 mmol/L 998,27±125,09b 

Água ultrapura 1,5 mmol/L 684,20±57,92bcd 

Água ultrapura 2,0 mmol/L 358,00±35,03d 

[0057] O diâmetro médio e erro padrão das vesículas 

multilamelares submetidas à incubação pelo período de 48 

horas está descrito na Tabela 4.  

Tabela 4. Diâmetro médio e erro padrão de vesículas 

multilamelares produzidas em meio de cultivo embrionário e 

água ultrapura incubadas em ambiente controlado (5% CO2, 

38,5ºC), por 48 horas. Letras diferentes na mesma coluna 

indicam diferença estatística (P<0,05) pelo teste de Turkey. 

Grupos Diâmetro 
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Meio de cultivo embrionário 

1,0 mmol/L 
454,35±32,18cd 

Meio de cultivo embrionário 

1,5 mmol/L 
604,46±62,45bc 

Meio de cultivo embrionário 

2,0 mmol/L 
539,93±37,88bcd 

Água ultrapura 1,0 mmol/L 860,00±63,02a 

Água ultrapura 1,5 mmol/L 716,06±49,18ab 

Água ultrapura 2,0 mmol/L 388,33±37,17d 

[0058] Como observado na Tabela 4, o grupo meio de 

cultivo embrionário 1,0 mmol/L apresentou diferença 

estatística (P<0,05) em comparação com os grupos Água 

ultrapura 1,0 mmol/L e 1,5 mmol/L. O grupo Meio de cultivo 

embrionário 1,5 mmol/L teve diferença estatística para os 

grupos Água ultrapura 1,0 mmol/L e 2,0 mmol/L. Para o grupo 

2,0 mmol/L, houve diferença estatística apenas para o grupo 

Água ultrapura 1,0 mmol/L.  

[0059] As vesículas multilamelares produzidas em 

água ultrapura na concentração de 1,0 mmol/L e mantidas em 

ambiente controlado por 48 horas apresentaram diferença 

estatística no diâmetro médio para os grupos meio de cultivo 

embrionário 1,0 mmol/L, 1,5 mmol/L e 2,0 mmol/L, e água 

ultrapura 2,0 mmol/L. Na concentração de 1,5 mmol/L houve 

diferença estatística para os grupos meio de cultivo 

embrionário 1,0 mmol/L e água ultrapura 2,0 mmol/L. Para a 

concentração de 2,0 mmol/L, houve diferença estatística para 

os grupos meio de cultivo embrionário 1,5 mmol/L e água 

ultrapura 1,0 mmol/L e 1,5 mmol/L. 
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B) Avaliação da embriotoxicidade 

[0060] Os prováveis zigotos descritos anteriormente 

foram cultivados na ausência (grupo controle; GC) ou presença 

de vesículas. Foram testadas concentrações de 1,0 mmol/L 

(G1); 1,25 mmol/L (G2); 1,5 mmol/L (G3); 1,75 mmol/L (G4) e 

2,0 mmol/L (G5). Cada experimento foi realizado em oito 

replicatas e, em cada replicata, cada grupo apresentou entre 

40 e 80 complexos cumulus-oócito (CCOs). A mesma partida de 

soro fetal bovino foi utilizada em todos os grupos 

experimentais, a fim de evitar variações na composição 

lipídica de membrana decorrentes dessa fonte. 

[0061] A avaliação da embriotoxicidade foi mediante 

a comparação da taxa de blastocistos obtidos nos cinco grupos 

tratados (G1, G2, G3, G4 e G5) com aquela do grupo controle. 

Foi considerada letal a concentração que impedir a produção 

de blastocistos e embriotóxica aquela que reduzir 

significativamente a taxa de blastocistos em relação ao 

controle (RAZZA et al., 2012). 

[0062] A cinética do desenvolvimento embrionário nos 

estágios de blastulação, número de embriões, clivagem, 

blastocistos e blastocistos eclodidos, cultivados na 

presença e ausência de vesículas multilamelares estão 

resumidos na Tabela 5.   

[0063] Não foi observada diferença entre as 

concentrações analisadas e o grupo controle (P>0,05). Na 

comparação entre o grupo controle e o grupo de maior 

concentração G5 (2,0 mmol/L), a taxa de clivagem não 

demonstra significância (85,11 e 84,86% respectivamente). 

Quando comparados apenas os grupos tratamentos, G1 (88,20%), 
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G2 (89,60%), G3 (85,63%), G4 (79,12) e G5 (84,86%), também 

não houve diferença estatística.  

[0064] O mesmo é observado na produção de 

blastocistos, quando comparados o grupo controle com os 

grupos tratamentos. Se comparar o grupo controle (GC) com o 

grupo tratamento de maior concentração (G5) observamos que 

para o GC a taxa de blastocisto é de 47,31% e para o G5 de 

38,14%, não havendo diferença estatística para ambos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Petição 870190076652, de 08/08/2019, pág. 31/50



20/31 

 

Tabela 5. Cinética do desenvolvimento dos estágios de blastulação de embriões bovinos cultivados 

in vitro na presença e ausência de vesículas multilamelares (MLV), adicionadas no quinto dia de 

cultivo (D5). Os dados são apresentados em forma de média e erro padrão médio (± EPM). 

 

 

 

Grupos No  embriões % Clivados 
% Blastocistos 

Bl Total Bi Bl Bx 

Controle 103 85,11±2,20 47,31±5,88 6,88±2,15 15,21±2,57 20,20±3,37 

G1 (1,0 

mmol/L) 
106 88,20± 2,14 43,10±2,88 3,37±1,52 15,63±2,13 24,66±1,39 

G2 (1,25 

mmol/L) 
107 89,60± 2,62 44,33±4,27 3,08±0,78 15,37±2,96 21,12±3,42 

G3 (1,5 

mmol/L) 
96 85,63± 2,64 39,85±2,94 4,37±1,35 13,80±2,82 17,93±3,59 

G4 (1,75 

mmol/L) 
101 79,12± 3,51 33,00±2,86 2,12±0,69 10,65±1,74 16,84±1,52 

G5 (2,0 

mmol/L) 
102 84,86± 4,37 38,14±4,80 1,98±0,83 14,55±2,90 20,63±3,72 
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C) Análise dos lipídeos da membrana por espectrometria 

de massas 

[0065] Para a determinação do perfil lipídico de 

blastocistos (D7) produzidos a partir do sistema de co-

cultivo com vesículas multilamelares foi utilizada a técnica 

de MALDI-MS e MALDI-MS/MS (Matrix-assisted laser 

desorption/ionization mass spectrometry) baseada em Ferreira 

et al., 2010.  

[0066] Para tanto, 9 amostras (blastocistos em grau 

1) dos grupos controle e dos grupos tratados foram 

selecionadas aleatoriamente, lavadas três vezes em PBS + 

0,1% de PVA para eliminar quaisquer fontes de lipídio que 

pudessem ser provenientes do meio de cultivo, transferidos 

para microtubos contendo 200µL de metanol (grau ACS/HPLC) 

(Burdick and Jackson (Muskegon, MI, EUA) diluído em água 

ultrapura (Millipore, Bedford, MA, EUA) e armazenadas a -

20oC durante a noite. Para a análise de MALDI-MS, cada 

embrião foi lavado outra vez em solução de metanol e água 

ultrapura (1:1). Cada embrião foi acondicionado 

individualmente na placa de MALDI. Antes da análise, foi 

depositado 1 μL de ácido diidroxibenzoico (1M) diluído em 

metanol sobre cada ponto da placa de MALDI. As amostras foram 

secas em temperatura ambiente, até que a cristalização 

estivesse completa, então foram examinadas em 

estereomicroscópio para a confirmação da presença e da 

localização da amostra. 

[0067] Os dados de MALDI-MS e MS/MS foram captados 

nos modos “íon positivo” e “reflectron” por meio do 

espectrofotômetro de massas Autoflex III MALDI time-of-

flight mass spectrometer (Brucker Daltonics, Bremen, 
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Alemanha) equipado com a tecnologia de feixe de laser 

inteligente (smart beam laser). A frequência para aquisição 

dos dados de MS foi de 700-1200 m/z, utilizando a média dos 

tiros consecutivos de laser em frequência de 200 até que a 

região de interesse fosse observada e desaparecesse conforme 

ocorra o consumo da amostra. Como gás de colisão, foi 

utilizado o argônio e a checagem do espectro de massa foi 

feita pelo software FlexAnalysis 3.0 (Brucker Daltonics). Os 

íons mais intensos (distintos de possíveis ruídos da técnica 

oriundos da exclusão de picos isotópicos) foram considerados 

para cada espectro e utilizados como ponto de partida para 

localizar valores de m/z que correspondam aos lipídios de 

interesse (FERREIRA et al., 2010; SUDANO et al., 2012). 

[0068] Os íons detectados pela análise são 

representados na Figura 1. As moléculas lipídicas com carga 

positiva (H+ ou Na+) correspondem aos valores de m/z e estão 

representados no eixo-x e a relativa abundância (ou 

intensidade) desses lipídios estão descritos no eixo-y.  

[0069] No 3D e 2D score plots do PLS-DA (Figura 2) é 

possível observar a separação dos grupos sem tratamento e 

tratados, demonstrando a clara diferenciação entre os 

grupos. Na Figura 3 é possível observar a diferenciação entre 

os grupos tratados, excluindo o grupo controle, nota-se que 

o grupo G3 tem perfil intermediário em relação ao grupo G1 

e G5.   

[0070] Após análise de PLS-DA, foram selecionadas 6 

espécies de lipídeos de acordo com sua significância, 

comparando os grupos extremos (GC x G5). A Tabela 6 descreve 

os valores de m/z e os lipídeos correspondentes aos valores 

encontrados na literatura (FERREIRA et al., 2010; SUDANO et 
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al., 2012). 

Tabela 6. Lipídeos discriminantes obtidos na análise MALDI-

MS dos grupos controle e tratamento (G5) NC:DP, número de 

carbono: dupla ligação; fosfatidilcolina (PC); 

glicerofosfolipídio (PG). 

m/z Assinatura (NC:DP) m/z Literatura 

720,6 [PCe (32:0) + H]+ 720,5 

 
[PC (32:1) + Na]+; 

[PC (34:4) + Na]+ 
754,6 

759,0 [PC (34:2) + H]+ 758,6 

779,1 [PG(42:4) + H]+ 779,4 

781,2 
[PC (34:2)+Na]+, 

[PC (36:5) + H]+ 
780,6 

797,3 [PG (44:5) + H]+ 797,5 

[0071] A atribuição dos íons contidos na tabela foi 

feita de acordo com a menor diferença de massa entre o 

observado nos espectros de MALDI-MS, o valor calculado para 

os compostos segundo o LIPIDMAPS (http://www.lipidmaps.org) 

e baseado também em estudos realizados anteriormente (SUDANO 

et al., 2012; SUDANO et al., 2016). 

[0072] Na Tabela 6, fosfolipídios são descritos por 

sua abreviação (PC, PCe e PG), seguido pelo número total de 

átomos de carbono e duplas ligações. Como indicado na Tabela 

6, há íons atribuídos ao fosfolipídio do tipo 

fosfatidilcolina 720,6 (PCe 32:0), 754,9 (PC 32:1 ou PC 

34:4), 759,0 (PC 34:2) e 781,2 (PC 34:2 ou 36:5). Os 

glicerofosfolipídios são atribuídos aos íons, 779,1 (PG 

42:4) e 797,3 (PG 44:5). Todos os íons tiveram abundância 

relativa maior no grupo tratado (G5) em relação ao grupo sem 

tratamento (GC).  
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[0073] Os lipídios listados na Tabela 6 foram 

selecionados pela discriminação dos íons no volcano plot, 

possibilitando identificar alterações de dados compostos nas 

replicatas. O volcano plot analisa a significância de um 

teste estatístico, permitindo a identificação de dados que 

exibam grandes diferenças. Na presente invenção, a 

intensidade de cada m/z entre os grupos experimentais 

extremos (GC x G5) foram comparados e os resultados são 

demonstrados no Gráfico Boxplot da Figura 4. (KUMAR et al., 

2018). 

Exemplos: 

[0074] Os exemplos a seguir são apresentados de forma 

a ilustrar mais completamente a natureza da presente invenção 

e a maneira de praticar a mesma, sem que, no entanto, possam 

ser considerados como limitantes do seu conteúdo.  

[0075] Para a realização do método, inicialmente 

foram produzidas as vesículas multilamelares. Assim, os 

fosfolipídios, do tipo 1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-

fosfocolina (DPPC) (Sigma-Aldrich) foram dissolvidos em 

clorofórmio em um tubo de ensaio de fundo redondo e secos 

com um fluxo de nitrogênio, formando uma película fina na 

parede do tubo. A amostra foi deixada em um dissecador a 

vácuo por 3 horas para remover solventes residuais. A 

película foi então ressuspendida em dois meios diferentes, 

água ultrapura (Mili-Q) e meio de cultivo embrionário (CIV) 

SOFaaci (Fluido de Oviduto Sintético), acrescido de soro 

fetal bovino (2,5% v/v), BSA (5 mg/mL) e piruvato (13mM). 

[0076] Foram utilizadas três concentrações 

diferentes para cada meio citado anteriormente, 1,0 mmol/L 

(G1), 1,5 mmol/L (G3) e 2,0 mmol/L (G5). Todos grupos foram 
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submetidos a dois períodos de incubação (24 e 48 horas), em 

incubadora com atmosfera gasosa controlada (5%O2, 5% CO2 e 

90% N2) e temperatura de 38,5ºC. As MLVs são normalmente 

armazenadas em ambiente refrigerado (4ºC), por esse motivo 

a presente invenção considerou esse ambiente como sendo o de 

sem incubação; neste caso, os meios e as concentrações foram 

armazenados em refrigerador com temperatura controlada 

(4ºC), igualmente por dois momentos, 24 e 48 horas. 

[0077] Os momentos de cultivo em incubadora foram 

escolhidos, pois representam os dias de cultivo desde mórulas 

(D5) até os blastocistos (D7), o que coincidiria com o 

momento de alimentação dos blastocistos. Se a estabilidade 

das MLVs fosse comprovada por até 48 horas, seria necessário 

apenas a adição delas no D5 que o seu efeito perduraria até 

o D7. Caso a estabilidade delas fosse de apenas 24 horas, 

seriam necessárias as adições no D5 e D6 para que o efeito 

das MLVs perdurasse até o D7. 

[0078] Em seguida, iniciou-se a etapa de produção in 

vitro de embriões que compreende as etapas de obtenção do 

complexo cumulus-oócito (CCO), maturação in vitro, 

fertilização in vitro, desnudamento e cultivo in vitro.   

Obtenção do complexo cumulus-oócito: 

[0079] Os ovários, predominantemente de fêmeas Bos 

indicus, foram obtidos em abatedouro e transportados até o 

laboratório em recipiente térmico contendo solução salina 

estéril aquecida a 30ºC. No laboratório, foram lavados em 

solução salina, lavados com álcool 70% e os folículos com 

diâmetro entre 2 e 8 mm foram aspirados com auxílio de 

seringa de 10 ml acoplada a agulha calibre 18G. O fluido 

folicular recuperado foi depositado em tubo cônico e então 
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colocado em repouso no banho seco a 37,5ºC para a formação 

do pellet de células. O pellet recuperado foi colocado 

juntamente com líquido folicular centrifugado em placa de 

Petri de 90 mm para localização e seleção dos CCOs de grau 

1 e 2 de acordo com Stojkovic et al., (2001), ou seja, que 

apresentassem citoplasma homogêneo e granulações finas, ou 

com pequenas áreas mostrando pigmentações irregulares e 

múltiplas camadas compactas de células do cumulus. Os CCOs 

selecionados foram lavados em fluido folicular centrifugado 

suplementado com penicilina-estreptomicina a 75 µg/ml. 

Maturação in vitro: 

[0080] Os CCOs selecionados e lavados foram então 

transferidos para placas de 4 poços (NUNC, Nunclon Delta 

Tratado 4-Well IVF DISH, Dinamarca) contendo 500 µL de meio 

MIV (25 a 30 estruturas do poço), sem óleo mineral. O cultivo 

foi realizado durante 22 horas a 38,5ºC em atmosfera de 5% 

de CO2 em ar com umidade máxima. O meio de MIV utilizado foi 

o TCM-199 suplementado com 0,2 mM de piruvato, 25 Mm de 

bicarbonato de sódio, 50 µg/mL de amicacina, 0,5 µg/mL de 

hormônio folículo estimulante (FSH; Folltropin-V; Bioniche 

Aminal Health, Ontario, Canada), 100 UI/mL de gonadotrofina 

coriônica humana (hCG; Vetercor; Hertape Calier, Juatuba, 

MG, Brasil) e 10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco BRL, Grand 

Island, NY, EUA). 

Fertilização in vitro: 

[0081] Os CCOs maturados foram retirados do meio MIV 

e transferidos para 90 µL de meio de fertilização, composto 

por Tyrode-Albumina-Lactato-Piruvato (TALP) contendo 0,2 Mm 

de piruvato, 25 Mm de bicarbonato de sódio, 13 Mm de lactato 

de sódio, 50 µg/mL de amicacina, 6 mg/mL de albumina sérica 
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bovina (BSA) livre de ácidos graxos, 10 µg/mL de heparina, 

20 µM de penicilamina, 10 µM de hipotaurina e 2 µM de 

epinefrina (meio TALP-FIV). Para inseminação, foram 

utilizadas palhetas de sêmen criopreservado de touro da raça 

Nelore. As palhetas foram descongeladas à 37ºC por 30 

segundos e o conteúdo foi submetido à centrifugação em 

gradiente de densidade descontínua de Percoll (45% e 90%; GE 

Healthcare, Uppsala, Suécia) durante 7 minutos a 2500 x g, 

em temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi 

descartado e o sedimento ressuspendido em 500 µL de meio 

TALP, sendo novamente centrifugado por 5 minutos a 5000 x g. 

Os espermatozoides (2x106 células/mL) foram adicionados à 

gota de fertilização contendo 100 µL do meio de fertilização 

TALP/FIV. Os CCOs e os espermatozoides foram incubados por 

18 horas a 38,5ºC e 5% de CO2 em umidade máxima. O início da 

FIV foi definido como o dia 0 (D0). 

Desnudamento e Cultivo in vitro:  

[0082] O meio de cultivo dos embriões utilizado foi 

o “Fluido de oviduto sintético (Synthetic Oviduct Fluid)” 

modificado (mSOF), suplementado com 0,2 mM de L-glutamina, 

0,34 mM citrato de sódio, 2,8 Mm de mio-inositol, 2% 

aminoácidos essenciais, 1% aminoácidos não essenciais, 0,2 

mM piruvato, 50 μg/mL de amicacina, 5 mg/mL de BSA fração V 

e 2,5% de SFB. De 18 a 20 horas após a inseminação, os 

prováveis zigotos foram submetidos ao processo de 

desnudamento, cuja finalidade é a remoção das células do 

cumulus que circundam os prováveis zigotos. Para isso, suaves 

pipetagens repetidas dos mesmos causaram um turbilhão no 

meio de fertilização o que resultaram no desprendimento das 

células do cumulus. Os prováveis zigotos foram transferidos 
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para 500 μL de meio mSOF sem óleo mineral (25 a 30 estruturas 

por poço) e cultivados a 38,5ºC em 5% de CO2 em ar, com 

máxima umidade por até 7 dias. A taxa de clivagem foi 

avaliada 72 h após a inseminação (D2). No quinto dia de 

cultivo (D5) foi realizado o feeding. Nesse momento, foi 

avaliada a taxa de produção de mórulas (≥32 células). No 

último dia de cultivo (D7), os embriões foram submetidos 

novamente a análise para verificar a taxa de produção total 

de blastocistos e amostras de blastocistos (grau 1 de 

qualidade) foram coletadas dos grupos experimentais. 

[0083] Em adição, iniciou-se a etapa de co-cultivo 

das vesículas com os embriões. No quinto dia de cultivo (D5 

pós-inseminação) dos embriões é realizado o feeding, 

procedimento em que parte do meio de cultivo foi trocado 

(retirou-se 50 µL do volume original e foram adicionados 50 

µL de meio fresco contendo as vesículas).  

[0084] Finalizando as etapas do método, a troca 

lipídica ocorreu de modo espontâneo entre as MLVs e os 

embriões por ação direta e/ou indireta. 

Vantagens da presente invenção: 

[0085] O método descrito acima possui as seguintes 

características como as mais importantes: 

a) Veículo (vesícula multilamelar) carreador de lipídeo 

exógeno com potencial para a incorporação (efeito direto) 

e/ou modulação do próprio metabolismo lipídico endógeno 

(efeito indireto) do embrião mamífero;   

b) Veículo com ampla gama de potencial de variação do 

lipídeo utilizado em sua produção; 

c) Veículo utilizado de modo prático, fácil e sem 

grandes alterações do protocolo vigente de produção in vitro 
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de embriões de mamíferos; 

d) A alteração do perfil lipídico da membrana das células 

embrionárias potencialmente confere novas propriedades de 

criotolerância ao embrião assim produzido e quando for 

submetido à criopreservação, permitindo melhor suportar 

temperaturas de até -196ºC. 

e) MLVs produzidas e cultivadas em meio e ambiente de 

produção de embriões in vitro, estáveis com diâmetro 

compatível aos encontrados nos poros externos da zona 

pelúcida. 

f) Não promoveram efeito tóxico ou letalidade quando 

cultivadas com os embriões, sendo seguras para utilização na 

produção in vitro de embriões. 

[0086] Os versados na arte valorizarão os 

conhecimentos aqui apresentados e poderão reproduzir a 

invenção nas modalidades apresentadas e em outras variantes, 

abrangidas no escopo das reivindicações anexas. 
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REIVINDICAÇÕES 

1.Método para modificação da composição de lipídeos de 

superfície em células de blastocisto de mamíferos, 

caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de: 

a) produção de vesículas multilamelares; 

b) produção in vitro de embriões; 

c) co-cultivo das vesículas multilamelares da etapa a) 

com os embriões da etapa b) durante a etapa do cultivo in 

vitro por 48 horas, pelo menos entre o Dia 5 e o Dia 7 e 

atmosfera de 38,5ºC e 5% de CO2. 

d) troca lipídica entre as vesículas multilamelares e 

embrião pela ação direta e/ou indireta.   

2.Método, de acordo com a reivindicação 1, caracterizado 

pelo fato de que na etapa a), são utilizadas 

fosfatidilcolinas, mais preferivelmente, 1,2-dipalmitoil-

sn-glicero-3-fosfocolina as quais são dissolvidas em 

solventes orgânicos selecionados do grupo de hidrocarbonetos 

clorados, mais preferivelmente clorofórmio e posteriormente 

adicionadas ao meio de cultivo embrionário compreendendo 

fluido de oviduto sintético acrescido de 2,5% v/v de soro 

fetal bovino, 5 mg/ml de albumina sérica bovina e 13 mM de 

piruvato. 

3.Método, de acordo com a reivindicação 1, caracterizado 

pelo fato de que na etapa b) compreende as etapas de obtenção 

do complexo cumulus-oócito, maturação in vitro, fertilização 

in vitro, desnudamento e cultivo in vitro. 

4.Método, de acordo com a reivindicação 1, caracterizado 

pelo fato de que na etapa d) a troca lipídica por ação direta 

ocorre pela fusão entre as vesículas multilamelares e embrião
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e/ou pela ação indireta que ocorre pela indução da alteração 

endógena do metabolismo lipídico. 

5.Método, de acordo com a reivindicação 1, caracterizado 

pelo fato de que na etapa d) ocorre a modificação da 

composição de lipídeos da superfície de células de 

blastocisto de mamíferos. 

6.Método, de acordo com a reivindicação 1, caracterizado 

pelo fato de que as células de blastocisto de mamíferos são 

selecionadas das espécies bovina, caprina, ovina, suína, 

equina, murina e humana, mais preferivelmente bovina. 

7.Método, de acordo com a reivindicações 1 a 6, caracterizado 

pelo fato de que o perfil lipídico da membrana dos embriões 

apresenta criotolerância. 
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Figura 3 

 

Petição 870190076652, de 08/08/2019, pág. 48/50



 

Figura 4 

 

Petição 870190076652, de 08/08/2019, pág. 49/50



1/1 

Resumo 

MÉTODO PARA MODIFICAÇÃO DA COMPOSIÇÃO DE LIPÍDEOS DE 

SUPERFÍCIE EM CÉLULAS DE BLASTOCISTO DE MAMÍFEROS 

A presente invenção refere-se ao método para modificação 

da composição de lipídeos de superfície em células de 

blastocisto bovino, cuja modificação ocorre durante a 

própria etapa de cultivo in vitro da produção in vitro de 

embriões. 

Dito processo é caracterizado por utilizar vesículas 

lipídicas multilamelares (MLVs) as quais alteram o perfil 

lipídico da membrana dos embriões, potencialmente conferindo 

diferente criotolerabilidade. 
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