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REDUÇÃO DO CONTEÚDO LIPÍDICO INTRACITOPLASMÁTICO DE EMBRIÕES 
BOVINOS PRODUZIDOS IN VITRO COMO ESTRATÉGIA PARA MELHORAR A 

CRIORESISTÊNCIA AO PROCESSO DE VITRIFICAÇÃO 
 
RESUMO - O presente estudo teve como objetivos avaliar os efeitos de 
estimuladores da lipólise (Forskolin: Forsk) e inibidores da lipogênese (Ácido 
Linoléico: LA) durante o cultivo in vitro (CIV) sobre o acúmulo de lipídios 
intracitoplasmáticos e criotolerância do embrião bovino, bem como avaliar o efeito do 
tratamento dos embriões com Forsk sobre a taxa de concepção após transferência 
para receptoras. Oócitos (n=1242) foram maturados in vitro (MIV) durante 22h a 
38,5°C e 5% de CO2 em ar em meio TCM-199 bicarbonato com 10% SFB e 
hormônios. Após fecundação, os prováveis zigotos foram cultivados em meio SOF 
(grupo Controle) suplementado com: 100 µM LA durante todo o período do CIV 
(grupo LA); ou 5 µM Forsk a partir do dia 6 do CIV (grupo Forsk); ou com associação 
de LA e Forsk, como acima descrito (grupo LA+Forsk). O CIV foi conduzido a 38,5°C 
e 5% de CO2 em ar, por 7 dias. O desenvolvimento embrionário foi avaliado no dia 7 
do CIV (D7), quando os blastocistos foram corados com Sudan Black B 1% para 
determinação do conteúdo lipídico intracitoplasmático. Os embriões foram avaliados 
em microscopia de luz e as imagens obtidas foram analisadas por Q-Capture Pro 
Image Software. O grupo Controle foi escolhido como calibrador e a média de cada 
grupo foi dividida pela média do calibrador para calcular a intensidade relativa de 
pixels, expressa em unidades arbitrárias. Os blastocistos expandidos foram 
vitrificados (Vitri Ingá®), aquecidos e cultivados por 24h em SOF para determinação 
das taxas de re-expansão. Os dados foram analisados por ANOVA seguido por teste 
de Tukey, e as taxas de re-expansão por qui-quadrado (P<0,05). Não foi observada 
diferença entre os grupos (P>0,05) na taxa de produção de blastocistos entre os 
grupos (variação entre 47,2±3,9% e 51,6±5,5%). Observou-se diminuição (P<0,05) 
da quantidade de lipídeos intracitoplasmáticos nos embriões do grupo Forsk 
(0,86±0,04) comparado com Controle (0,99±0,02) e LA (1,02±0,02); no entanto, o 
grupo LA+Forsk (0,95±0,03) não diferiu (P>0,05) dos demais. Não houve diferença 
(P>0,05) entre os grupos na taxa de re-expansão imediata após o aquecimento (0h:  
30,8% a 41,9%). Após cultivo de 24h, a re-expansão foi maior (P<0,05) no grupo 
Forsk (71,4%) comparado com Controle (46,2%) e LA+Forsk (45,2%); o grupo LA 
(65,1%) não diferiu dos demais (P>0,05). Baseado nestes resultados, o tratamento 
com 5 µM Forsk foi escolhido para o desenvolvimento do próximo experimento: 
oócitos (n=1947) foram aspirados de 22 doadoras Nelore e foram maturados e 
fecundados in vitro como acima descrito. Os prováveis zigotos foram cultivados de 
acordo com os tratamentos Controle e Forsk acima descritos e, no D7, foram 
vitrificados e aquecidos, antes de serem transferidos para receptoras sincronizadas. 
Os dados da taxa de concepção foram analisados através do modelo linear misto 
generalizado com medidas repetidas, do pacote Imea4 do software R v3.2.5. A taxa 
de concepção após transferência dos embriões aquecidos foi semelhante (P>0,05) 
entre os grupos Controle (25,00±6,53%) e Forsk (30,77±7,39%). De acordo com os 
resultados obtidos, o tratamento com Forsk foi eficiente para promover a redução da 
quantidade de lipídeos intracitoplasmáticos e melhorar a criotolerância de embriões 
bovinos produzidos in vitro. Apesar disso, não aumentou a taxa de concepção. 
Palavras-chave: ácido linoleico, criopreservação, forskolin, concepção, 
transferência de embriões PIVE 
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REDUCTION OF INTRACYTOPLASMIC LIPID CONTENT IN IN VITRO-
PRODUCED BOVINE EMBRYOS AS A STRATEGY TO IMPROVE THE 

CRYORESISTANCE TO VITRIFICATION  
 
ABSTRACT - The objective of the present study was to evaluate the effects of 
supplementation of in vitro culture (IVC) medium with drugs that stimulates the 
lipolysis (Forskolin: Forsk) and inhibit the lipogenesis (Linoleic Acid LA) on the 
intracytoplasmic lipid content and cryotolerance of bovine embryos, as well as to 
evaluate the effect of treatment of embryos with Forsk on the pregnancy rates after 
transfer to synchronized recipients. Oocytes (n=1242) were matured in vitro for 22h 
at 38.5°C and 5% CO2 in air in medium TCM199 with 10% FCS and hormones. After 
fertilization, presumptive zygotes were cultured in SOF medium (Control group) 
supplemented with: 100 µM LA throughout the culture period (LA group); or 5 µM 
Forsk from the 6th day to the end of the culture (Forsk group); or with the association 
of LA and Forsk, as described above (LA+Forsk group). The IVC was conducted at 
38.5°C and 5% CO2 in air, for 7 days. Embryonic development was assessed on day 
7 of culture (D7), when blastocysts were stained with 1% Sudan Black B to determine 
the intracytoplasmic lipid content. The embryos were evaluated by light microscopy 
and the images were analyzed by Q-Capture Pro Image software. The Control group 
was chosen as a calibrator and the measured value of each treatment was divided by 
the mean of the calibrator to generate the relative expression levels of pixels, 
expressed in arbitrary units. The expanded blastocysts were vitrified (Vitri Ingá®), 
warmed and cultured for 24h in SOF to evaluate the re-expansion rates. The data 
were analyzed by ANOVA followed by Tukey's test and rates of re-expansion by qui-
square (P<0.05). No differences were observed between treatments (P>0.05) in 
blastocysts production rates (47.2±3.9% to 51.6±5.5%). Intracytoplasmic lipid content 
was decrease (P<0.05) in embryos from Forsk group (0.86±0.04) compared to 
Control (0.99±0.02) and LA (1.02±0.02); however, all these treatments were similar 
(P>0.05) to LA+Forsk group (0.95±0.03). There were no differences (P>0.05) 
between treatments in the rates of re-expansion immediately after warming (0h: 
30.8% to 41.9%); after 24h of culture post-warming the re-expansion rates were 
higher (P<0.05) in Forsk group (71.4%) compared with Control (46.2%) and 
LA+Forsk (45.2%) groups, but there were no diferences between LA group (65,1%) 
and the other groups (P>0.05). Based on these results, treatment with 5 µM Forsk 
was chosen for the next experiment: oocytes (n=1947) were aspirated from 22 
Nelore donnors and were matured and fertilized in vitro as described above. 
Presumptive zygotes were cultured according to the treatments Control and Forsk as 
described above, and in D7 the expanded blastocysts were vitrified and warmed, 
before being transfered to synchronized recipients. The data of pregnancy rates were 
analyzed using a generalized linear mixed model framework with repeated 
measurements, in the lme4 package in R v3.2.5 software. The pregnancy rates after 
transfer of vitrified-warmed embryos were similar (P>0.05) between Control 
(25,00±6,53%) and Forsk (30,77±7,39%) groups. According to the results, treatment 
with Forsk was effective to promote the reduction of intracytoplasmic lipids content in 
in vitro-produced bovine embryos and improved their cryotolerance. Nevertheless, it 
did not increase the pregnancy rates.  
Keywords: linoleic acid, cryopreservation, forskolin, pregnancy, IVP embryos 
transfer. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Nas últimas décadas, a introdução de biotecnologias reprodutivas inovadoras 

na pecuária permitiu crescimento significativo do setor e possibilitou maior eficiência 

e rentabilidade aos produtores e suas empresas de produção animal (BLONDIN, 

2015). O aprimoramento e a difusão da técnica de inseminação artificial em bovinos, 

dentro dos programas de melhoramento genético animal, bem como a demanda por 

sistemas de produção mais eficientes, intensificaram o estudo e o desenvolvimento 

de biotecnologias como transferência, produção in vitro, criopreservação e 

micromanipulação de embriões. 

Nas espécies de interesse zootécnico, a aplicação dessas biotecnologias, 

principalmente a produção in vitro de embriões (PIVE) e a criopreservação, possui 

mercado potencial atrativo, considerando que, segundo dados do Instituto Brasileiro 

de Geografia e Estatística (IBGE), o Brasil possuía 209 milhões de bovinos em 2014 

(http://www.ibge.gov.br). 

Atualmente, a produção global de embriões produzidos in vitro na espécie 

bovina ultrapassou a marca de meio milhão, com um total de 546.628 embriões FIV 

produzidos, sendo 517.587 por “Ovum Pick-Up” (OPU) e 29.041 por ovários de 

matadouros. Deste total, 70,8% dos embriões por OPU foram produzidos pelo Brasil 

(PERRY, 2015). 

 A PIVE está sendo cada vez mais utilizada na indústria de transferência de 

embriões, devido a uma melhora significativa nos meios de cultivo in vitro 

(BLONDIN, 2015), a fim de se obter embriões de melhor qualidade e com resultados 

superiores de prenhez, tanto de embriões frescos como criopreservados. 

 A criopreservação de embriões tem sido uma ferramenta útil à embriologia, 

desde o relato da primeira criopreservação em camundongos realizada com sucesso 

em 1972 (WHITTINGHAM et al., 1972). Esta biotecnologia é uma ferramenta 

fundamental para o armazenamento e para o intercâmbio de recursos genéticos de 

animais de produção e de espécies ameaçadas de extinção (ALMIÑANA; CUELLO, 

2015).  

 O aperfeiçoamento dos protocolos de congelamento e desenvolvimento da 

técnica de vitrificação levaram a grandes avanços na criopreservação de embriões 
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nos últimos 30 anos (ALMIÑANA; CUELLO, 2015). Atualmente, a criopreservação 

de embriões é rotineiramente utilizada em programas comerciais de transferência de 

embriões (TE) bovinos produzidos in vivo; de acordo com a “International Embryo 

Transfer Society” (IETS), em 2013 quase 60% das transferências de embriões 

bovinos foram realizadas utilizando embriões criopreservados (IETS, 2014). 

 A grande quantidade de lipídios em embriões produzidos in vitro implica em 

maior sensibilidade dos embriões a injúrias causadas pelo frio (PEREIRA et al., 

2008). A remoção mecânica de lipídios antes da criopreservação foi proposta por 

Nagashima et al. (1995) para superar este problema. No entanto, as manipulações 

que perturbam a zona pelúcida devem ser evitadas e, devido a isso, a delipidação 

parcial por agentes químicos tem sido proposta como uma estratégia mais 

adequada. Neste sentido, o uso de agentes lipolíticos, tal como o forskolin (MEN et 

al., 2006), ou de agentes inibidores da lipogênese, tal como o ácido linoleico 

(PEREIRA et al., 2004; 2007; 2008), demonstrou efeito positivo no aumento das 

taxas de sobrevivência embrionária pós-criopreservação ao promover a diminuição 

do conteúdo lipídico dos embriões bovinos. Contudo, a associação destes agentes 

ainda não foi descrita na literatura. 

 Desta forma, para produzir embriões in vitro mais criotolerantes, a proposta 

deste estudo foi utilizar o agente lipolítico forskolin e o agente inibidor da lipogênese 

ácido linoleico, isoladamente ou em associação, visando diminuir a quantidade total 

de lipídios intracelulares, aumentar a sobrevivência pós-aquecimento e aumentar as 

taxas de concepção após transferência de embriões criopreservados para 

receptoras. 
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8. CONCLUSÃO 
 

 Em face dos resultados obtidos, conclui-se que: 

• o forskolin, na dose de 5,0 µM, adicionado ao D6 do cultivo, reduziu a 

quantidade de lipídios intracitoplasmáticos e não interferiu na produção de 

blastocistos (Experimento 1);  

• o ácido linoleico não interferiu na progressão da meiose de oócitos bovinos 

quando adicionado ao meio de maturação in vitro (Experimento 2A);  

• o ácido linoleico adicionado ao meio de cultivo reduziu a quantidade de 

lipídios intracitoplasmáticos em embriões bovinos produzidos in vitro e não 

interferiu na produção de blastocistos (Experimento 2B);  

• a adição de forskolin associado ao ácido linoleico no cultivo in vitro diminuiu 

parcialmente a quantidade de lipídios intracitoplasmáticos e não interferiu na 

produção de blastocistos (Experimento 3);  

• a adição de forskolin e/ou ácido linoleico durante o cultivo in vitro não afetou a 

qualidade dos embriões produzidos, avaliada pela ocorrência de apoptose e 

pela função mitocondrial (Experimento 3);  

• a adição de forskolin ao cultivo in vitro estimulou o aumento do número de 

células e do diâmetro dos embriões produzidos ( Experimento 3);  

• não houve melhora na taxa de concepção após transferência de embriões 

criopreservados que foram tratados com o forskolin durante o cultivo in vitro 

(Experimento 4); 

•  a taxa de concepção após transferência de embriões frescos foi maior do que 

a de embriões criopreservados (Experimento 4);  

• foi observado um número maior de fetos machos em comparação a fêmeas 

(Experimento 4);  

• o uso de forskolin ou o tipo do embrião (fresco ou vitrificado) não influenciou 

na MEP, abortos ou NM (Experimento 4); 

•  o forskolin não afetou o peso ao nascimento dos animais, porém os machos 

apresentaram peso superior ao das fêmeas (Experimento 4). 
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