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RESUMO 

 

Embriões bovinos produzidos in vitro são mais sensíveis à preservação de células e 

tecidos à baixas temperaturas do que aqueles produzidos in vivo. Vários estudos têm 

sido conduzidos na tentativa de melhorar esse ponto crítico, e dentro desse cenário, 

o conteúdo lipídico intracelular e a membrana plasmática têm sido apontados como 

fatores determinantes para o sucesso da criotolerância. Portanto, a modificação de 

um ou dos dois fatores, pode minimizar a sensibilidade embrionária à criopreservação, 

melhorando assim as taxas de sobrevivência para essa técnica. Neste contexto, as 

vesículas lipídicas se apresentam como uma excelente alternativa de reposição 

lipídica, pois proporcionam baixa toxicidade e conseguem ser absorvidas pela 

membrana plasmática in vivo. Porém, até o momento não há pesquisas que avaliem 

o uso das vesículas lipídicas durante a produção in vitro de embriões. Portanto, o 

objetivo dessa dissertação foi avaliar o perfil lipídico da membrana plasmática de 

embriões bovinos produzidos in vitro e co-cultivados com vesículas lipídicas do tipo 

multilamelares (MLV). Primeiramente foi avaliado a estabilidade das vesículas 

lipídicas em condições de cultivo in vitro de embriões, com atmosfera, temperatura e 

umidade controladas. Também foi avaliado a embriotoxicidade das vesículas co-

cultivadas com embriões bovinos. Para a avaliação da estabilidade foram utilizados 

dois meios veículos na produção das vesículas: meio de cultivo embrionário e água 

ultrapura, em três concentrações de vesículas: 1,0 mmol/L; 1,5 mmol/L e 2,0 mmol/L, 

todas as concentrações foram submetidas à dois ambientes diferentes, sem 

incubação (4º C) e incubadas (5% CO2 e 38,5º C) por dois períodos 24 e 48 horas. 

Para o teste de embriotoxicidade foram avaliados 5 grupos G1 (1,0 mmol/L), G2 (1,25 

mmol/L), G3 (1,5 mmol/L), G4 (1,75 mmol/L) e G5 (2,0 mmol/L). O meio de cultivo in 

vitro contendo as vesículas lipídicas foi adicionado no D5, momento em que foi 

realizado o feeding. Os resultados obtidos pelas análises de DLS demonstraram que 

houve produção de vesículas utilizando meio de cultivo embrionário e que as vesículas 

são estáveis no ambiente de cultivo in vitro durante 24 e 48 horas. Produzindo 

vesículas de tamanho compatível com a zona pelúcida embrionária nos grupos meio 



de cultivo embrionário 1,0 mmol/L incubado por 48 horas (454,35 nm) e, meio de 

cultivo embrionário 2,0 mmol/L incubadas por 24 horas (380,93 nm). No teste de 

embriotoxicidade não houve redução na taxa de desenvolvimento embrionário 

(P<0,05) nos grupos co-cultivados com vesículas lipídicas G1 (43,10%), G2 (44,33%), 

G3 (39,85%), G4 (33,00%) e G5 (38,14%) quando comparados ao grupo controle GC 

(47,31%). Em conclusão, as vesículas lipídicas não apresentaram toxicidade ou 

letalidade quando co-cultivadas com embriões bovinos e, o meio de cultivo 

embrionário e ambiente controlado (incubadora) não inibiu a produção de vesículas. 

Posteriormente, foi avaliado o perfil lipídico da membrana plasmática de embriões 

bovinos produzidos in vitro e co-cultivados com vesículas lipídicas do tipo 

multilamelares (MLV). Para isso foram testados 4 grupos, grupo controle (GC) sem 

vesículas, e os grupos tratamentos G1 (1,0 mmol/L), G3 (1,5 mmol/L) e G5 (2,0 

mmol/L), com vesículas. Os embriões foram submetidos ao co-cultivo com as 

vesículas multilamelares no quinto dia de cultivo in vitro (D5), permanecendo 

incubados por 48h. Os íons obtidos através da análise Matrix-assisted laser 

desorption/ionization (MALDI-MS) foram submetidos a  análise discriminante por 

mínimos quadrados parciais (PLS-DA), onde foram selecionadas 6 espécies de 

lipídios de acordo com sua significância, comparando os grupos extremos (GC x G5), 

foi possível observar que os íons tiveram maior abundância no grupo tratado (G5) em 

relação ao grupo controle (GC). Os íons selecionados foram atribuídos aos 

fosfolipídios 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) e glicerofosfolipídios,  779.1 (PG 42:4) e 

797.3 (PG 44:5). Desses íons com maior abundância pós tratamento, dois já foram 

relacionados com o aumento da sobrevivência pós criopreservação (PC 32:1 ou PC 

34:4 e PC 34:2). Em conclusão, o co-cultivo de embriões bovinos com vesículas 

lipídicas multilamelares aumentou a abundância do perfil lipídico da membrana 

plasmática dos embriões, o que pode aumentar a resistência dos embriões à 

criopreservação. 

 

Palavras chave: membrana plasmática, embriotoxicidade, criotolerância. 
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ABSTRACT 
 

In vitro produced bovine embryos are more sensitive to the preservation of cells and 

tissues at low temperatures than those produced in vivo. Several studies have been 

conducted to improve this critical point, and within this scenario, intracellular lipid 

content and plasma membrane have been pointed as determining factors for the 

success of cryotolerance. Therefore, modification of one or both factors may minimize 

embryonic sensitivity to cryopreservation, thus improving survival rates for this 

technique. In this context, lipid vesicles are an excellent alternative for lipid 

replacement, as they provide low toxicity and can be absorbed by the plasma 

membrane in vivo. However, to date there is no research evaluating the use of lipid 

vesicles during in vitro embryo production. Therefore, the aim of this dissertation was 

to evaluate the lipid profile of the plasma membrane of bovine embryos produced in 

vitro and co-cultured with multilamellar lipid vesicles (MLV). Firstly, the stability of lipid 

vesicles was evaluated under in vitro culture conditions of embryos, with controlled 

atmosphere, temperature and humidity. The embryotoxicity of vesicles co-cultured with 

bovine embryos was also evaluated. For the stability evaluation, two vehicle media 

were used in the production of vesicles: embryonic culture medium and ultrapure 

water, in three vesicle concentrations: 1.0 mmol / L; 1.5 mmol / L and 2.0 mmol / L, all 

concentrations were subjected to two different environments without incubation (4° C) 

and incubated (5% CO2 and 38.5° C) for two periods 24 and 48 hours. For the 

embryotoxicity test 5 groups G1 (1.0 mmol / L), G2 (1.25 mmol / L), G3 (1.5 mmol / L), 

G4 (1.75 mmol / L) and G5 were evaluated. (2.0 mmol / L). In vitro culture medium 

containing lipid vesicles was added at D5, at which time feeding was performed. The 

results obtained by DLS analysis demonstrated that vesicles were produced using 

embryonic culture medium and that the vesicles are stable in the in vitro culture 

environment for 24 and 48 hours. Producing vesicles of embryonic zona-compatible 

size in the 1.0 mmol / L embryonic culture medium incubated for 48 hours (454.35 nm) 

and 24 mmol / L embryonic culture medium incubated for 24 hours (380 .93 nm). In 

the embryotoxicity test there was no reduction in embryonic development rate (P 



<0.05) in groups co-cultivated with lipid vesicles G1 (43.10%), G2 (44.33%), G3 

(39.85%). , G4 (33.00%) and G5 (38.14%) when compared to the CG control group 

(47.31%). In conclusion, lipid vesicles showed no toxicity or lethality when co-cultured 

with bovine embryos and the embryonic culture medium and controlled environment 

(incubator) did not inhibit vesicle production. Subsequently, the plasma membrane lipid 

profile of bovine embryos produced in vitro and co-cultured with multilamellar lipid 

vesicles (MLV) was evaluated. Four groups were tested, control group (CG) without 

vesicles, and treatment groups G1 (1.0 mmol / L), G3 (1.5 mmol / L) and G5 (2.0 mmol 

/ L), with vesicles. Embryos were co-cultured with multilamellar vesicles on the fifth day 

of in vitro culture (D5) and incubated for 48h. The ions obtained by Matrix-assisted 

laser desorption / ionization analysis (MALDI-MS) were submitted to partial least 

squares discriminant analysis (PLS-DA), where 6 lipid species were selected 

according to their significance, comparing the extreme groups. (GC x G5), it was 

observed that the ions were more abundant in the treated group (G5) compared to the 

control group (CG). The selected ions were assigned to phosphatidylcholine-like 

phospholipids, 720.6 (PC 32: 0), 754.9 (PC 32: 1 or PC 34: 4), 759.0 (PC 34: 2), and 

781.2 (PC 34: 2 or 36: 5 ) and glycerophospholipids, 779.1 (PG 42: 4) and 797.3 (PG 

44: 5). Of these ions with greater abundance after treatment, two have been related to 

increased survival after cryopreservation (PC 32: 1 or PC 34: 4 and PC 34: 2). In 

conclusion, co-cultivation of bovine embryos with multilamellar lipid vesicles increased 

the abundance of the plasma membrane lipid profile of the embryos, which may 

increase embryo resistance to cryopreservation. 

 
Keywords: plasma membrane, embryotoxicity, cryotolerance. 
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1. INTRODUÇÃO  

O agronegócio brasileiro é responsável por grande parte do PIB nacional e, 

nesta atividade, a pecuária desempenha um importante papel. Atualmente o Brasil 

conta com um rebanho de 219 milhões de cabeças de gado (MAPA, 2017), possuindo 

o segundo maior rebanho bovino do mundo, sendo 80% destinados a produção de 

carne. Mesmo com um grande rebanho, a produtividade do rebanho brasileiro está 

aquém do desejado. A produtividade do rebanho é medida pela eficiência reprodutiva, 

que está diretamente ligada à produção de crias saudáveis. Desse modo, animais 

geneticamente inferiores e com baixa fertilidade produtividade são descartados na 

busca do melhoramento genético do rebanho (BARUSELLI et al., 2006). 

A crescente demanda por alimentos, dentre eles, a carne bovina, faz com que 

novas tecnologias sejam desenvolvidas para melhorar a produtividade do rebanho. 

Isso tem impulsionado o uso de biotecnologias reprodutivas avançadas, tais como 

clonagem, inseminação artificial, produção de embriões in vivo por superovulação 

(SOV), transferência de embrião e a produção in vitro de embriões (PIVE). Na busca 

pela melhora do atual cenário da produção animal, as biotecnologias da reprodução 

têm sido empregadas rotineiramente, principalmente em bovinos (BASSO et al., 

2010). 

Dentre elas, a PIVE, associada à punção folicular guiada por ultrassom (Ovum 

Pick Up – OPU), se destaca como um importante instrumento para a maximização do 

potencial do rebanho. Essa técnica possibilita a utilização de animais ainda jovens, a 

obtenção de um número maior de embriões por vaca, diminui o intervalo entre 

gerações e permite o acesso à animais geneticamente superiores (MERTON et al., 

2013). 

Segundo Viana (2018), em 2017 a produção mundial de embriões produzidos 

in vitro superou a produção de embriões derivados in vivo (992.289 e 495.054, 

respectivamente), e o Brasil se destaca como o segundo maior produtor mundial 

(345.528), perdendo apenas para o EUA (454.550). 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Produção in vitro de embriões 

Desde a descoberta de Roberts Edwards (EDWARDS, 1965), a maturação in 

vitro de oócitos (MIV), a fertilização in vitro (FIV) e o cultivo in vitro (CIV) de embriões 
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– técnica denominada, coletivamente, como PIVE - tem sido amplamente utilizadas 

para o estudo do desenvolvimento de oócitos e de embriões e, de modo mais aplicado, 

na reprodução assistida humana e em animais de produção (SUTTON-MCDOWALL 

e THOMPSON, 2015). 

Na PIVE, o tipo de coleta interfere diretamente na morfologia e no 

desenvolvimento do complexo cumulus-oócito (CCO) (ANDRADE et al., 2012).  A 

maturação é o processo biológico no qual ocorrem algumas mudanças no núcleo 

(quebra da vesícula germinativa, desaparecimento do nucléolo, condensação da 

cromatina) e no citoplasma do oócito (reorganização das organelas), além da 

reorganização do maquinário molecular, o que capacita o oócito para a fertilização 

(BLONDIN, 1995). Porém, quando o oócito é removido do ambiente folicular para a 

utilização na PIVE, o processo fisiológico de maturação é interrompido, induzindo a 

condensação da cromatina e a progressão espontânea da meiose, o que prejudica a 

síntese de transcritos e o acúmulo de moléculas que são necessárias para o 

desenvolvimento do oócito, além de alterar alguns dos componentes citoplasmáticos 

(SIRARD, 2000; FERREIRA et al., 2009). 

Na fertilização, o oócito entra em contato com o espermatozoide gerando o 

zigoto que se desenvolve no blastocisto. Na produção in vitro, os espermatozoides 

precisam passar por um processo de seleção e de capacitação, que irá prepará-los 

para realizar a fertilização dos oócitos maturados (COELHO, et al., 2000).  

A capacitação é uma etapa em que ocorrem mudanças bioquímicas e 

morfológicas na membrana acrossômica e no movimento flagelar do espermatozoide. 

Na PIVE isso ocorre com a adição de agentes capacitantes, como a heparina ou o 

cálcio ionóforo, os quais fornecem um meio adequado ao espermatozoide para que 

ocorra a reação acrossômica e, consequentemente, a fertilização (YANG, 1993). 

Na próxima etapa, o cultivo, ocorrem inúmeras divisões celulares primeiramente 

com redução no volume (clivagens) e depois com a manutenção do volume nas 

células filhas. Após a compactação entre as células, surge uma cavidade no interior 

delas (a blastocele) que marca o aparecimento do estágio de desenvolvimento 

denominado de blastocisto. De modo semelhante à maturação e à fertilização, o 

cultivo necessita de um ambiente controlado e favorável ao desenvolvimento 

embrionário (GONÇALVES et al., 2007).  
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Desse modo, a reprodução de mamíferos envolve uma sequência específica de 

interações entre espermatozoide, oócito e ambiente (ARTS et al., 1993). O período 

que abrange as etapas finais da maturação do oócito até o desenvolvimento 

embrionário pré-implantação é altamente dinâmico, estando o CCO e o embrião 

expostos a vários microambientes diferentes (TERVIT et al., 1972; MAAS et al., 1976; 

FISCHER; BAVISTER,1993). 

Apesar das pesquisas relacionadas às condições da PIVE que aumentem a 

eficácia na produção de blastocistos a partir de oócitos imaturos, a qualidade destes 

embriões tem ficado aquém daquela obtida em sistemas de produção in vivo de 

embriões (SUTTON-MCDOWALL; THOMPSON, 2015; RIZOS et al., 2002). De modo 

geral, na PIVE o desenvolvimento de oócitos bovinos até o estágio de blastocisto é 

limitado a cerca de 25 a 40% (RIZOS et al., 2002). 

Uma das principais causas do baixo desenvolvimento embrionário na PIVE, 

quando comparado ao produzido in vivo, é a remoção do CCO do ambiente folicular. 

Essa remoção interfere na comunicação entre oócito e as células do cumulus (células 

somáticas), além de comprometer a ação de fatores que regulam a maturação nuclear 

e citoplasmática que estão presentes no fluido folicular (LONERGAN et al. 1994; 

COTICCHIO et al. 2004; KRISHER, 2004). 

Por isso, embriões produzidos in vitro são mais sensíveis do que os produzidos 

in vivo e, dentro desse cenário, a criopreservação desses embriões se tornou um dos 

grandes desafios (SARAGUSTY, 2011; SUDANO, 2011). 

A criopreservação leva a um estresse osmótico, injúria pelo frio e criofraturas, 

as quais ocasionam danos celulares, incluindo a membrana plasmática. Esse é um 

dos problemas que impedem o pleno sucesso da técnica de criopreservação (SEIDEL, 

2006). 

Portanto, o entendimento do metabolismo do CCO e do embrião, permite que 

sejam criados sistemas de cultivo melhorados, baseados nas condições ambientais 

encontradas in vivo, resultando em embriões produzidos in vitro mais viáveis e que 

tenham um maior potencial de desenvolvimento, de criopreservação e de estabelecer 

a gestação (SUTTON-MCDOWALL e THOMPSON, 2015). 

Rizos e colaboradores (2002) afirmaram que o período de cultivo pós-

fertilização é o período que tem o maior impacto na qualidade do blastocisto. Durante 

essa janela de seis a oito dias in vitro, ocorrem vários eventos importantes para o 

desenvolvimento do embrião (p. ex., a desmetilação dos genomas parentais, a perda 
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da totipotência, a blastulação e a expansão do embrião). Ainda nesses eventos, 

destacam-se: a primeira clivagem, cujo momento é conhecido por ser um indicador 

importante do potencial de desenvolvimento subsequente do embrião (LONERGAN et 

al., 1999); a ativação do genoma embrionário (MEMILI e FIRST, 2000); e o evento de 

compactação celular, que envolve o estabelecimento dos primeiros contatos íntimos 

celulares na formação da mórula e do blastocisto e que, além disso, propicia a 

diferenciação dos dois primeiros tipos celulares (o trofectoderme e a massa celular 

interna). Portanto, qualquer modificação nas condições do CIV, que afetem um ou 

vários desses processos pode ter um efeito importante na qualidade do blastocisto 

(RIZOS et al., 2003). 

 

2.2 Lipídios 

Com a remoção do CCO do ambiente folicular, o conteúdo lipídico intracelular 

se torna uma importante fonte energética para a célula (DUNNING et al., 2014; 

STURMEY et al., 2009). Os lipídios são moléculas hidrofóbicas ou anfipáticas com 

diversos papéis biológicos (DUNNING et al., 2014).  Com base no consumo de 

oxigênio, foi sugerido que os lipídios possam ser a única fonte de energia para 

suportar as exigências metabólicas no desenvolvimento embrionário durante as 

primeiras clivagens, destacando sua importância na maturação do oócito (DUNNING 

et al., 2014; STURMEY et al., 2009; MACKEEGAN, STURMEY, 2012; STURMEY et 

al., 2006; JUNGHEIM et al., 2011). 

Os lipídios podem ser encontrados nos oócitos e em embriões na forma de 

triacilgliceróis (TG), que constituem a maior parte dos lipídios (FERGUSSON e 

LEESE, 1999). Os TG se encontram dentro de gotas lipídicas citoplasmáticas, são 

sintetizados pela ação da enzima diacilglicerol aciltransferase 2 (DGAT2) e ficam 

rodeados por proteínas denominadas PAT proteins. 

O uso dos lipídios intracelulares como fonte de energia, na forma de trifosfato 

de adenosina (ATP), ocorre principalmente pela β-oxidação dos ácidos graxos nas 

mitocôndrias (CUMMINS, 2004). Esses ácidos graxos podem ser provenientes das 

gotas lipídicas, da biossíntese celular, ou até da membrana plasmática (RUDERMAN 

et al., 2003).  

A membrana plasmática apresenta um papel fundamental nesse cenário. 

Segundo Becker e colaboradores (2009) as membranas celulares são muito mais que 

simples barreiras. Elas são uma parte essencial do funcionamento ativo das células 
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vivas, regulando a passagem de moléculas para o meio intra e extracelular, mantendo 

gradientes de concentração relevantes e realizando uma série de atividades 

metabólicas e biossintéticas, tais como aderência e sinalização. É considerado que, 

embora haja uma extraordinária diversidade de células e de organelas presentes nos 

seres vivos, a bicamada lipídica é a unidade estrutural básica das membranas 

biológicas. A membrana plasmática é composta por aproximadamente 50% de 

lipídios. Uma única membrana pode ter mais de 100 lipídios distintos, os três tipos 

mais abundantes são os fosfolipídios, os glicolipídios e os esteróis (DE ALMEIDA e 

LOURA, 2004). 

Os fosfolipídios (PL) da membrana celular apresentam um papel chave nas 

características gerais do embrião, determinando várias propriedades físico-químicas 

tais como fluidez e permeabilidade (EDIDIN, 2003). Em vários estudos que tentaram 

melhorar a qualidade, a criotolerância e as propriedades de embriões produzidos in 

vitro, o conteúdo lipídico foi considerado crítico (SEIDEL, 2006). Os fosfolipídios são 

os lipídios mais abundantes nas membranas celulares eucarióticas (VAN MEER et al., 

2008). A composição dos PL inclui diversas espécies moleculares de fosfatidilcolina 

(PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI), fosfatidilcolina ligada a éter 

(ePC) e fosfatidiletanolamina ligada a éter (ePE), mas apenas pequenas quantidades 

de fosfatidilserina (PS) ou esfingomielina (SM) (BARTZ et al., 2007). 

 

2.3 Vesículas Lipídicas  

Vesículas lipídicas são estruturas esféricas constituídas por um entorno de uma 

ou mais bicamadas fosfolipídicas, podem apresentar diferentes tamanhos e 

organizações e são amplamente utilizadas como sistemas miméticos de membrana 

celular. Com a intenção de reproduzir as propriedades das membranas biológicas, as 

vesículas lipídicas podem ser constituídas de diferentes modelos, sendo cada um 

indicado para determinadas situações (LASIC, 1988). Esses modelos podem ter 

complexidades variadas, sendo constituídos por um único lipídio, ou então por 

misturas lipídica e, ainda, incluir ou não proteínas (CHENG et al., 2009).  

O mecanismo de formação das vesículas ainda não está completamente 

elucidado. Entretanto, tem sido observado que a hidratação de filmes fosfolipídicos ou 

a simples solubilização dos fosfolipídios em água, permite a formação espontânea de 

vesículas multilamelares, como é observado na Figura 1 (LASIC, 1988). A maioria dos 
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lipídios com duas caudas hidrofóbicas se associam espontaneamente em água 

formando vesículas multilamelares (Multilamellar Vesicles; MLVs). Por outro lado, 

vesículas unilamelares são predominantemente formadas sob a ação de uma energia 

externa, podendo ser classificadas de acordo com o tamanho (AOKI, 2014). As 

vesículas multilamelares são aquelas formadas por mais de uma bicamada 

fosfolipídica com diâmetro entre 0,5 µm a 10 μm. Já as vesículas unilamelares são 

formadas por uma única bicamada lipídica e podem ter diâmetro variados: 

Vesículas Unilamelares Pequenas (Small Unilamellar Vesicles - SUV) ou 

lipossomos - de 20 nm a 100 nm; 

Vesículas Unilamelares Grandes (Large Unilamellar Vesicles - LUV) - 100 nm a 

500 nm; 

Vesículas Unilamelares Gigantes (Giant Unilamellar Vesicles - GUV) - 500 nm 

a 10 μm. 

 

              

Figura 1. Representação esquemática dos mecanismos de formação de vesículas lipídicas. MLV (multilamellar 

vesicles), LUV (large unilamellar vesicles), SUV (small unilamellar vesicles) GUV (giant unilamellar vesicles). 

Adaptado de LASIC (1988). 

  

As MLVs têm sido úteis como modelos para o estudo das membranas celulares 

(bicamadas fosfolipídicas) e como vetores para a entrega de fármacos para a célula-

alvo (GARRETT et al., 1999). Nessa função, as MLVs têm baixa toxicidade quando 
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usadas in vivo (VAAGE et al., 1995; HARA et al., 1995) ou in vitro (BOELAERT, 1994). 

Assim, as MLVs, são um veículo desejável para a entrega de agentes citoativos e, em 

alguns casos, são mais eficazes do que a co-incubação com uma alta concentração 

do fármaco livre (JONES et al., 1994). 

Desse modo, as MLVs têm sido o tema de vários artigos de revisão, sendo 

amplamente usadas na medicina (BANERJEE, 2001) como vetor para o transporte 

intracelular (VAAGE et al., 1995; WANG e TOY, 2002; CULLIS e FENSKE, 1998) e 

na interação celular (MARGOLIS, 1984; MACDONALD, 1990; MONCK;  

FERNANDEZ, 1996). Como as vesículas apresentam elevado potencial para o 

transporte de variadas moléculas bioativas, elas poderiam ser utilizadas em 

aplicações terapêuticas em humanos e animais (SAMAD et al., 2007). Entretanto, 

pesquisas que associem a reprodução animal, principalmente a PIVE, e o uso de 

vesículas lipídicas ainda não foram realizadas de modo consistente.   

Desse modo, o presente trabalho pretende avaliar a utilização de MLVs como 

fator de entrega e/ou induzir a alterações dos lipídios da membrana plasmática de 

blastocistos. Essa interação, entre as MLVs e os lipídios da membrana plasmática, 

poderia levar a uma modificação no perfil lipídico da membrana celular de tal modo 

que, potenciais mudanças na criotolerância e no metabolismo energético de lipídios 

poderiam ser obtidos. 

 

3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o uso das MLVs no co-cultivo com 

embriões bovinos como potencial veículo de entrega de lipídios para a membrana 

plasmática do embrião. 

3.2 Objetivos específicos 

i) caracterizar a estabilidade das vesículas multilamelares nas condições de 

cultivo;  

ii) determinar a maior concentração não embriotóxica das vesículas 

multilamelares; 

iii) determinar, por meio da espectrometria de massas (MALDI-MS), o perfil 

lipídico da membrana de blastocistos controle e de blastocistos tratados 

com vesículas multilamelares durante o cultivo. 
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CONCLUSÃO GERAL 
 

Em conclusão, a produção de vesículas lipídicas multilamelares, e a sua 

incubação em ambiente controlado, permitiu o desenvolvimento de vesículas estáveis 

e com o diâmetro compatível com os poros existentes na zona pelúcida do embrião. 

Desse modo, o uso das vesículas como fator de transporte de moléculas para a célula 

do embrião se torna uma área promissora para pesquisas futuras. Além disso, é 

possível concluir que a utilização das vesículas, nas concentrações testadas, não 

causou efeitos observáveis de toxicidade ou de letalidade quando co-cultivadas com 

os embriões durante 48 horas. 

 
O uso de vesículas lipídicas multilamelares como ferramenta de entrega de 

lipídios exógenos, para a membrana plasmática de embriões bovinos produzidos in 

vitro, se mostra como uma potencial e promissora alternativa de manipulação da 

criotolerância. A alteração na abundância de alguns perfis lipídicos da membrana 

plasmática foi observada neste trabalho. Houve uma maior abundância de íons e, em 

particular, principalmente aqueles relacionados com o aumento da sobrevivência pós 

criopreservação (PC 32:1 ou PC 34:4 e PC 34:2). Em tese, essa alteração poderia 

sustentar futuras pesquisas para prospectar a funcionalidade desses embriões em 

termos de sua criotolerância. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


