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RESUMO 

 

EFEITO DA FONTE PROTEICA NA PRODUÇÃO, QUALIDADE E 

CRIORESISTENCIA DE EMBRIÕES BOVINOS PRODUZIDOS IN VITRO 

 

Severino Bernardino de Sena Netto
1
, Ivo Pivato

1
 

1 
Faculdade de Agronomia e Veterinária- UnB, DF 

 

 

Um dos fatores mais limitantes da produção in vitro de embriões (PIVE) é a criopreservação, 

pois além dos embriões serem mais sensíveis ao frio eles suportam melhor a vitrificação do 

que o congelamento lento. Mas a vitrificação requer a presença de um técnico especializado 

para a manipulação embrionária enquanto que o congelamento lento permite a transferência 

direta. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da substituição do SFB por BSA durante a 

maturação e cultivo embrionário na resposta à criopreservação utilizando o congelamento 

lento. Os CCOs obtidos de ovários de abatedouro foram distribuídos em 2 grupos: 1) controle: 

CCOs maturados e cultivados em meios suplementados com SFB, 2) CCOs maturados e 

cultivados em meios suplementados com BSA. Em D7 os embriões de cada grupo foram 

distribuídos em dois tratamentos, fresco e congelado. O experimento 1 avaliou o efeito da 

fonte proteica na PIVE e a resposta à criopreservação. Após o descongelamento os embriões 

foram avaliados às 24h e 48h quanto à expansão e eclosão. No experimento 2 foi quantificada 

a expressão dos genes KRT8, PLAC8, FOSL1, HSP1A1 e HSPA5 por qPCR e quanto ao 

número total de células e células apoptóticas. Os dados referentes ao desenvolvimento 

embrionário e taxa de células apoptóticas foram realizados pelo teste χ2 e número de células 

pela ANOVA e teste de Tukey. A taxa de clivagem foi semelhante (P>0,05) entre os grupos, 

entretanto a taxa de blastocisto foi maior (P< 0,05) no grupo 1 (42,8±10,1%) do que no grupo 

2 (27,9±8,5%). Às 24 horas pós-descongelamento o grupo SFB Fresco apresentou maior taxa 

de eclosão (P< 0,05) do que os demais. Entretanto, as 48 horas, a taxa de eclosão foi 

semelhante (P>0,05) entre os grupos SFB Controle (68,1±23.3%) e BSA Controle 

(70.0±31.0%) e SFB Congelado (39.2±27.1) e BSA Congelado (38,2±23,9). Não houve 

diferença (P>0.05) entre os grupos Frescos, e entre os grupos congelados quanto ao número 

total de células. A percentagem de células apoptóticas foi maior no grupo BSA Congelado do 

que grupo SFB Fresco, não diferindo (P< 0,05) dos demais grupos. A expressão do gene 

KRT8 foi maior (P< 0,05) no grupo SFB Congelado do que no BSA Congelado, mas foi 

semelhante (P>0.05) entre Congelados e Frescos dentro de cada grupo. O gene PLAC8 foi 

mais expresso no grupo BSA Fresco do que no grupo SFB Congelado (P< 0,05). Pode-se 
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concluir que o uso de BSA em substituição ao SFB causou uma redução na produção de 

embriões, mas teve resposta semelhante na criopreservação. A expressão diferencial dos 

genes KRT8 e PLAC8 sugere que os embriões cultivados em BSA são de qualidade superior.  

 

Palavras chave: Congelamento clássico, BSA, Viabilidade. 
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ABSTRACT 

 

EFFECT OF PROTEIN SOURCE IN THE PRODUCTION, QUALITY AND 

CRYORESISTANCE OF BOVINE EMBRYOS PRODUCED IN VITRO 

 

Severino Bernardino de Sena Netto
1
, Ivo Pivato

1
 

1
 School of Agronomy and veterinary Medicine - UnB, DF 

 

One of the most limiting factors in vitro embryos (IVP) is cryopreservation, because besides 

the embryos are more sensitive to cold they support better vitrification than slow freezing. But 

vitrification requires the presence of a technical expert for embryo manipulation while slow 

freezing allows direct transfer. The objective of this study was to evaluate the effect of 

replacing SFB by BSA during maturation and embryo culture in response to cryopreservation 

using slow freezing. The COCs obtained from slaughterhouse ovaries were divided into 2 

groups: 1) control: COCs matured and grown in media supplemented with SFB, 2) COCs 

matured and grown in media supplemented with BSA. D7 in the embryos of each group were 

divided into two treatments, fresh and frozen. Experiment 1 evaluated the effect of protein 

source in IVP and response to cryopreservation. After thawing the embryos were evaluated at 

24 and 48 hours as the expansion and hatching. In experiment 2 was quantified the expression 

of genes KRT8, PLAC8, FOSL1, HSP1A1 and HSPA5 by qPCR and for the total number of 

cells and apoptotic cells. The χ2 test and the number of cells performed the data relating to 

embryonic development and cell apoptotic rate by ANOVA and Tukey test. Cleavage rate 

was similar (P> 0.05) between groups, however blastocyst rate was higher (P <0.05) in group 

1 (42.8 ± 10.1%) than in group 2 (27.9 ± 8.5%). At 24 hours post-thaw SFB group Fresh 

showed the highest hatching rate (P <0.05) than the others. However, the 48 hours, the 

hatching rate was similar (P> 0.05) between SFB Control groups (68.1 ± 23.3%) and BSA 

control (70.0 ± 31.0%) and Frozen SFB (39.2 ± 27.1) and BSA Frozen (38.2 ± 23.9). There 

was no difference (P> 0.05) between groups Fresh, frozen and between groups regarding the 

total number of cells. The percentage of apoptotic cells was higher in the Frozen BSA group 

than group SFB Fresh, did not differ (P <0.05) from the other groups. The KRT8 gene 

expression was higher (P <0.05) in Frozen FBS group than in BSA Frozen, but was similar 

(P> 0.05) between frozen and fresh within each group. The PLAC8 gene was more expressed 

in the BSA Fresh group than in the Frozen SFB group (P <0.05). It can be concluded that the 



xiii 
 

use of BSA replacing FBS caused a reduction in embryo production, but had similar response 

in cryopreservation. The differential expression of KRT8 and PLAC8 genes suggests that 

embryos cultured in BSA are top quality. 

 

 

Keywords: Classic Freezing, BSA, Feasibility. 
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Capítulo 1
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1 - INTRODUÇÃO 

 

 

O rebanho bovino brasileiro atingiu um total de 211 milhões de cabeças (IBGE 2015). 

De acordo com Ministério de Agricultura Pecuária e Abastecimento (2013), as projeções para 

o comércio de carnes, mostram que o setor deve apresentar intenso crescimento nos próximos 

anos. Confirmadas estas projeções, a cadeia produtiva da carne bovina terá uma ascensão 

pronunciada nos próximos anos. Entretanto, para que isso seja possível é necessário aumentar 

a produtividade do rebanho, o que requer a seleção de animais mais produtivos e o uso de 

técnicas de multiplicação que sejam rápidas e eficazes.  

Apesar da produção de embriões in vivo ter favorecido um melhor aproveitamento de 

matrizes de elevado mérito genético, somente com o surgimento da produção in vitro de 

embriões (PIVE) é que esse potencial de multiplicação se tornou significativo, isso porque a 

técnica permite que seja produzida, em média, uma cria por semana, de uma única doadora.  

Além de aumentar o número de produtos/vaca/ano, essa técnica também permite a utilização 

de animais de várias idades e em vários estágios fisiológicos como doadoras de ovócitos 

(Sprícigo 2011).  

Essa técnica nos últimos anos passou a ser incorporada nos programas de melhoramento 

genético. Tanto que, segundo Blondin (2015) a produção mundial de embriões in vitro 

aumentou significativamente com o passar dos anos, e em 2013 os embriões PIVE 

representaram 42% do total de embriões produzidos em todo o mundo. Apesar disso, um dos 

fatores limitantes para a melhor utilização da técnica é falta de um método adequado para 

criopreservação dos embriões.  

Isso porque a criopreservação nos permite o aproveitamento de receptoras com estro 

natural, além do transporte de embriões congelados ser menos oneroso e possibilitar a 



 
 

2 

 

programação de nascimentos adequada ao manejo de cada propriedade. Oferece ainda 

condições de armazenamento dos embriões enquanto se realiza teste de progênie, e possibilita 

a criação de bancos de embriões de animais geneticamente superiores ou em risco de extinção 

(Serapião et al., 2005). É importante observar que, em 2013, a América do Sul produziu 73% 

dos embriões PIVE enquanto sendo que apenas 5% dos embriões transferidos eram 

congelados (Blondin 2015).  

Em vista disso, estratégias que superem esses problemas, em busca de resultados superiores e 

mais estáveis para criopreservação de embriões PIVE são necessárias para que tenhamos uma 

maior utilização da técnica, e consequentemente uma difusão mais rápida e eficaz de material 

genético. 

 

 

1.1 Hipótese 

A Albumina Sérica Bovina em substituição ao Soro Fetal Bovino durante a maturação e 

cultivo produz embriões com melhor qualidade e maior resistência ao processo de 

criopreservação.   

 

 

1.2 Objetivo Geral 

- Avaliar do efeito da fonte proteica durante o cultivo na produção e qualidade de embriões 

bovinos produzidos in vitro. 

 

 

1.2 Objetivos Específicos 

- Avaliar o efeito da fonte proteica durante o cultivo in vitro na produção de embriões bovinos  

- Avaliar a resposta ao congelamento lento de embriões produzidos in vitro na presença de 

diferentes fontes proteicas quanto a taxa de reexpansão, número total de células e número de 

células apoptóticas.  
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- Avaliar a expressão de genes relacionados ao estresse térmico e viabilidade embrionária em 

embriões bovinos produzidos in vitro na presença de diferentes fontes proteicas e 

criopreservados pelo método lento. 
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2 - REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 - Congelamento clássico de embriões bovinos 

 

2.1.1- Introdução 

A publicação de Polge et al. (1949) na revista Nature relatando sucesso na congelação de 

espermatozoides, originou uma gama de estudos na área de criopreservação, que tornou 

possível a conservação de embriões e células germinativas por períodos indeterminados. O 

primeiro relato de sobrevivência de embriões mamíferos ao processo de criopreservação foi 

obtido por Whittingham em 1971, utilizando embriões de camundongos. Posteriormente, 

diversas pesquisas foram realizadas com sucesso em diferentes espécies, o que resultou no 

primeiro nascimento de bezerro proveniente de embrião criopreservado (Wilmut & Rowson, 

1973). A partir daí a criobiologia se desenvolveu paralelamente aos avanços das pesquisas 

relacionadas a transferência e produção in vivo e in vitro de embriões, sofrendo modificações 

graduais até ser usada como rotina (Mezzalira &Vieira, 2006). 

A criopreservação de embriões tem por objetivo a conservação do metabolismo celular em 

estado de quiescência, para que este possa ser restabelecido após um período de estocagem, 

retomando seu desenvolvimento normal. Isso é obtido através do armazenamento em baixas 

temperaturas, que induz a parada da atividade enzimática, do metabolismo e da respiração 

celular, possibilitando a conservação de células por tempo indeterminado (Gordon, 1994). Em 

temperaturas abaixo de -130 °C, o cristalino e o vítreo são os únicos estados físicos existentes 

e, em ambos, a viscosidade é bastante elevada, a difusão é considerada irrelevante 

(dependendo do tempo de armazenamento), a energia cinética das moléculas é muito baixa e 

as reações metabólicas estimuladas por energia térmica ocorrem muito devagar ou são 
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paralisadas completamente (Kartha, 1985). Desta forma, estando à temperatura do nitrogênio 

líquido, a viabilidade durante o armazenamento pode ser estendida por grandes períodos de 

tempo, com manutenção da estabilidade do material genético (Stushnoff & Seufferheld, 

1995).  

Atualmente, existem dois métodos para a criopreservação de embriões e gametas: o 

congelamento lento (clássico) e a vitrificação. O congelamento lento tem a vantagem de 

utilizar baixas concentrações de crioprotetores, as quais estão associadas com toxicidade 

química e choque osmótico (Arav 2014). Este método pode ser interpretado como uma 

tentativa de criar um balanço entre vários fatores que determinam a formação de cristais de 

gelo, fraturas, danos tóxicos e osmóticos, permitindo trocas entre os meios extra e intracelular 

sem que ocorram sérios efeitos osmóticos e deformidades celulares (Vajta & Kuwayama, 

2006). A maioria dos embriões mamíferos é criopreservada através do congelamento lento, 

utilizando-se baixas concentrações de crioprotetores com lenta permeabilidade e refrigeração 

controlada por equipamento programável (Vajta & Nagy, 2006). Além disso, a queda da 

temperatura é controlada mantendo uma curva constante entre 0,3 e 0,5 °C/minuto até atingir 

-30 à -35 °C, quando são imersos em nitrogênio líquido.  

 

2.1.2- crioprotetores e princípios criobiológicos 

 

Com raríssimas exceções em determinadas espécies, a temperatura do corpo dos mamíferos é 

estritamente regulada, onde resfriamento de ovócitos e embriões de animais domésticos e 

seres humanos a temperaturas abaixo de zero é uma situação que nunca se encontra em 

condições fisiológicas. Por conseguinte, o mecanismo de defesa para sobreviver nessas 

condições é inadequado e necessita de apoio externo (Vajta & Nagy, 2006). Desta forma, a 

capacidade de sobrevivência do material biológico ao processo de criopreservação depende de 

sua tolerância aos agentes crioprotetores, desidratação, resfriamento e reaquecimento (Santos 

et al., 2008).  

Os crioprotetores proporcionam a redução do ponto de congelação do meio, concedendo um 

período maior para remoção da água intracelular durante todo o resfriamento prévio. Esses 

possuem ainda a capacidade de interagir com as membranas celulares, contribuindo para a 

sobrevivência ao estresse provocado pelas mudanças físicas. Em adição, tais substâncias têm 

a capacidade de proteger os embriões contra as lesões causadas pela elevação das 
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concentrações dessas soluções, no processo de formação do gelo, durante o resfriamento 

(Seidel jr. 1986). 

Os crioprotetores podem permanecer no interior ou fora da célula e são classificados em 

permeáveis e não permeáveis. Os permeáveis representam pequenas moléculas que penetram 

pela membrana celular que atuam diminuindo a temperatura de congelação e prevenindo a 

formação dos cristais de gelo. Como exemplo temos o propilenoglicol, glicerol, etilenoglicol, 

dimetilssulfóxido (DMSO), entre outros (Vajta & Nagy, 2006). Já os crioprotetores não 

permeáveis são representados por moléculas que permanecem no meio extracelular, retirando 

a água livre e levando à desidratação do espaço intracelular por efeito osmótico (Vajta & 

Nagy, 2006; Pereira & Marques, 2008), sendo representados pela glicose, lactose, sacarose, 

PVP, rafinose, manitol, sorbitol, trealose, dentre outros. Porém, a grande maioria dos 

crioprotetores tem alguns efeitos negativos, como toxicidade e danos osmóticos. A toxicidade 

é geralmente proporcional à concentração da substância e o tempo de exposição (em 

temperaturas fisiológicas) (Vajta & Nagy, 2006). 

Os principais danos causados a célula no congelamento e descongelamento são a formação de 

gelo intracelular e o efeito solução (Mazur 1980). Existe uma velocidade ótima no qual se 

obtém um equilíbrio entre a taxa à qual a água sai da célula e a taxa à qual ela é convertida em 

gelo. Se esta velocidade de congelamento for mais rápida que a ótima, a célula não tem tempo 

suficiente para desidratar, e consequentemente a água irá congelar no interior da célula. Os 

cristais de gelo formados irão ocupar os compartimentos intracelulares de forma irregular, 

podendo afetar a estrutura das membranas e organelas, prejudicando a função celular, 

dependendo da quantidade e forma dos cristais de gelo intracelulares e os danos podem ser 

irreversíveis (Mazur 1980). Se a velocidade de congelamento é mais lenta que a ótima 

ocorrerá uma severa desidratação e o chamado “efeito solução” causará uma redução da 

sobrevivência. 

No congelamento lento, a formação de gelo intracelular pode ser evitada através de um 

resfriamento celular lento, que permite uma desidratação, onde a água intracelular restante é 

mantida em um potencial de equilíbrio junto a solução extracelular e o gelo formado (Mazur 

et al., 2005).  Foram postuladas duas hipóteses para a formação de gelo intracelular. A 

primeira hipótese, postulada por Muldrey & Mcgann (1990), sugere que o gelo intracelular 

seja formado em consequência a danos ou defeitos existentes na membrana plasmática, que 

permitiriam que o gelo extracelular passasse através da membrana. Através do super-
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resfriamento celular que ocorre durante a congelação, a força de efluxo da água para o meio 

extracelular atingiria um valor consideravelmente crítico, causando danos à membrana e 

permitindo a entrada do gelo extracelular para o meio intracelular. A outra hipótese é a de que 

o gelo do meio extracelular em contato com a membrana plasmática provocaria a formação de 

gelo intracelular, levando injúria ao conteúdo celular. Há duas explicações para esta segunda 

hipótese. Na primeira, Toner et al. (1990) propõem que o gelo extracelular provocaria uma 

mudança de conformação na membrana, que a transformaria em um nucleador heterogêneo 

dos conteúdos celulares. Na segunda explicação Mazur (2004), propõe que o gelo extracelular 

cresceria através de poros já existentes na membrana plasmática, e tal contato direto iria 

induzir à formação de gelo intracelular. 

Outra causa de morte celular que pode acontecer durante o congelamento lento consiste no 

efeito solução, que envolve uma alteração no citoplasma como resultado da desidratação, 

aumento na concentração de soluto, alterações de pH, e precipitação de solutos (Mazur et al., 

1984). Santos et al., (2008) através de uma revisão de estudos concluiu que os danos celulares 

causados pelo choque osmótico acontecem em consequência do tipo de agente utilizado e não 

à capacidade da célula gerenciar o choque osmótico. Da mesma maneira que os cristais de 

gelo podem lesionar membranas e organelas celulares durante o resfriamento dos embriões, 

outras crioinjúrias como a toxicidade química pelos crioprotetores e lesão osmótica pela 

desidratação insuficiente também podem ocorrer durante todo o processo de criopreservação. 

O sucesso do congelamento lento é dependente da obtenção de um equilíbrio entre a taxa à 

qual a água sai da célula e a taxa à qual ela é convertida em gelo. No entanto, esta 

concentração é insuficiente para impedir a formação de cristais de gelo, sendo, portanto, 

necessário uma manipulação adicional para minimizar o dano. Assim sendo utiliza-se o 

procedimento de seeding (indução da cristalização) que resultará em crescimento controlado 

de gelo na solução extracelular.  

Vários estudos realizados sobre criobiologia têm mostrado que o congelamento lento 

utilizando glicerol ou etilenoglicol como crioprotetores são mais eficientes para embriões de 

PIVE (Hasler et al., 1997; Sommerfeld & Niemann, 1999). Estudos com embriões produzidos 

in vivo têm mostrado que as taxas de não retorno ao cio após a transferência de embriões 

vitrificados (44,5%) não diferem dos criopreservados por congelamento lento (45,1%) (Van 

Wagtendonk-De Leeuw et al., 1995, 1997).  



 
 

8 

 

O congelamento lento é utilizado em todo o mundo para embriões de bovinos, ovinos e 

caprinos produzidos in vivo, resultando em taxas de gestação aceitáveis quando comparado a 

vitrificação (Almiñana & Cuello 2015). Tanto o congelamento lento (Fair et al., 2001; Dancin 

et al., 2013) como a vitrificação (Fabian et al., 2005; Cuello et al., 2007; Dalcin et al., 2013; 

Chrenek et al., 2014) causam mudanças ultraestruturais nos embriões, tais como a acumulação 

de detritos celulares, aumento de vesículas e mudanças nas microvilosidades. A 

criopreservação também induz a distribuição anormal de mitocôndrias (Nagai et al., 2006), 

alterações na forma mitocôndrial e ruptura das suas membranas (Cuello et al., 2007). Apesar 

de todas estas alterações morfológicas ocorridas a nível celular, o embrião é capaz de se 

regenerar e impedir a morte celular. Neste caso, a morfologia normal do embrião pode ser 

quase completamente restabelecida após 24h de cultivo não afetando a sua viabilidade (Vajta 

et al., 1997).  

Ambos os tipos de congelamento afetam a integridade do DNA (Cuello et al., 2005, Fabian et 

al., 2005, Kader et al., 2009). Considerando-se que o aumento da fragmentação de DNA em 

embriões criopreservados é, em parte, causada por um excesso de radicais livres, a adição de 

antioxidantes aos meios de comunicação poderia reduzir este efeito (Hosseini et al., 2009). A 

maioria dessas alterações estão relacionadas à homeostase, metabolismo e regulação das 

atividades celulares e fisiológicos, tais como a proliferação celular, ciclo celular, de 

desenvolvimento, biossíntese, respiração e expressão de genes relacionados ao estresse 

(Boonkusol et al., 2006; Mamo et al., 2006; Stokes et al., 2007). 

Ao comparar os resultados destes métodos de criopreservação baseado na origem de 

embriões, ou seja comparando os embriões PIVE e embriões produzidos in vivo (TE), os 

embriões TE mostraram taxas de gestação semelhantes (variando entre 39% e 59%) para 

ambos os procedimentos de congelamento lento e de vitrificação (Massip de 1987; van 

Wagtendonk-de Leeuw et al., 1997; Inaba et al., 2011). Os melhores resultados para embriões 

PIVE (variando de 52% a 100% de reexpansão e a partir de 36% a 93% de taxa de eclosão) 

foram conseguidos utilizando a vitrificação (Nedambale et al., 2004; Mucci et al., 2006; Yu et 

al., 2010; Inaba et al., 2011). Já foi demostrado que os embriões de PIVE tem uma maior 

sensibilidade para as técnicas de criopreservação do que os TE (Leibo e Loskutoff, 1993) com 

base nesta comparação, os embriões destas duas origens demonstraram que não sobrevivem 

igualmente aos diferentes métodos de criopreservação (revisado por Sudano et al., 2013). 
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2.1.3- Vantagens 

 

A criopreservação de embriões produzidos in vitro (PIVE) é essencial para a instituição de 

bancos de germoplasma de animais de produção ou de conservação e principalmente para a 

troca e comercialização nacional e internacional de genética, evitando o transporte de animais 

e seus riscos sanitários (Dode & Sprícigo 2014). Além disso, a criopreservação tornou-se 

particularmente importante no desenvolvimento do comércio internacional de embriões, uma 

vez que somente estruturas congeladas sob determinadas condições podem ser 

comercializadas (Mapletoft & Stookey, 1998). 

A criopreservação facilita a coordenação da indústria de embriões, pois permite armazenar os 

embriões excedentes para serem utilizados no momento e situação mais adequada, elevando 

ainda mais o potencial dessa técnica, pois atualmente, são descartados muitos embriões PIVE, 

pois os resultados da criopreservação são muito inconstantes e isso leva a perda de material 

genético e de recursos gastos na produção. 

Na prática, os protocolos de congelamento lento geralmente utilizam um único crioprotetor, 

enquanto vitrificação envolve o uso de misturas de dois crioprotetores em combinação com 

um açúcar (Palasz e Mapletoft, 1996; Kasai e Mukaida, 2004). Devido a vitrificação requerer 

altas concentrações de crioprototetores, a toxicidade é uma questão importante a considerar 

quando se trata de melhorar protocolos de vitrificação, podendo esta alta concentração 

conduzir a toxicidade química e lesão osmótica. O congelamento lento utiliza baixas 

concentrações de crioprotetores, entretanto permite a formação de cristais de gelo, que em 

maior ou menor escala resultarão em lesões celulares. Embora as células refrigeradas desta 

forma ainda tenham um pouco de água no momento em que são imersas em nitrogênio 

líquido, esta água intracelular não é suficiente para causar danos, desde que os protocolos 

adequados de aquecimento sejam utilizados (Visintin et al., 2002). Este método é bastante 

utilizado principalmente pela facilidade de descongelamento e transferência direta dos 

embriões para as receptoras na mesma palheta no qual foram congelados (Dode e Spricigo, 

2014). Isto facilita significativamente a tecnologia de transferência de embriões, pois reduz o 

tempo requerido para preparar os embriões para serem transferidos excluindo a necessidade 

de equipamentos especiais (Palasz & Mapletoft, 1996).  

Tanto os ovócitos quanto os embriões sofrem danos significativos durante o processo de 

resfriamento e aquecimento. No entanto, eles também têm uma considerável capacidade, 
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muitas vezes, surpreendente para reparar parcial ou totalmente este dano, e na melhor das 

hipóteses para continuar o desenvolvimento normal.  

Assumpção et al., (2008) compararam a sobrevivência de embriões PIVE criopreservados 

através do congelamento lento, congelamento rápido e vitrificação, observaram maiores taxas 

de sobrevivência embrionária 96h após o descongelamento utilizando o congelamento lento 

com 0,5 °C /min (58,8%) quando comparado 2 diferentes protocolos de vitrificação (14% e 

36,8%) e congelamento rápido (7,02%) concluindo que este é o melhor método para 

criopreservar embriões bovinos produzidos in vitro.   

Ao contrário dos procedimentos de congelamento lento e vitrificação, protocolos de 

descongelamento e aquecimento são muito semelhantes, utilizando os dois deles taxas de 

calor muito altas. Tipicamente, os recipientes de embriões são removidos a partir de 

nitrogênio líquido e os embriões são colocados em soluções com concentrações decrescentes 

de sacarose (ou outro açúcar) permitindo a saída dos crioprotetores dos embriões através da 

produção de um gradiente osmótico. Hoje, o desenvolvimento de métodos de 

descongelamento e aquecimento diretos e eficientes que permitam a transferência direta dos 

embriões sem remoção dos crioprotetores é essencial para a utilização de embriões 

criopreservados em condições de campo (Almiñana & Cuello 2015) 

Apesar da PIVE ser considerada uma técnica estabelecida, ainda continua enfrentando um 

fator limitador, que é a alta sensibilidade dos embriões ao processo de criopreservação. 

Embriões PIVE são menos resistentes à criopreservação do que os in vivo, o que tem sido 

associado às diferenças nas características físicas e morfológicas desses embriões (Abe et al., 

2002). Nos últimos anos as estratégias de criopreservação são basicamente baseadas na 

velocidade da curva de congelação e o tempo de exposição aos crioprotetores. Porém 

oferecem resultados insatisfatórios, sendo necessárias mais pesquisas sobre os mecanismos 

que causam danos durante a criopreservação ou que melhorem a qualidade dos embriões 

produzidos. 

Os esforços para melhorar as taxas de sobrevivência de embriões PIVE se restringem 

basicamente à modificações nos métodos de criopreservação e modificações nos sistemas de 

cultivo para tornar os embriões mais criotolerantes. Em vista disso, pesquisas básicas ainda se 

fazem necessárias para determinar as estruturas, as vias metabólicas e os mecanismos 

moleculares mais afetados pela criopreservação. Esse conhecimento é importante para a 

definição de condições de cultivo que levem em consideração as mudanças necessárias para o 
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desenvolvimento embrionário saudável e que suportem melhor o processo de criopreservação 

(Dode et al. 2013).  

Até o momento, ainda não foi estabelecido um protocolo ideal de criopreservação para 

embriões sendo necessárias pesquisas preliminares para cada espécie de interesse e 

características do embrião para selecionar as condições de criopreservação mais adequadas 

(Almiñana & Cuello, 2015).  

 

2.2 - Efeito do soro fetal bovino e da albumina sérica bovina na criopreservação de 

embriões bovinos 

 

Historicamente, os meios de cultivo mais utilizados para o desenvolvimento de embriões de 

mamíferos são suplementados com SFB ou albumina, na forma BSA ou albumina sérica 

humana (HSA) (Bavister et al., 1992; Gardner e Lane, 1993). Assim, o SFB e a BSA são as 

fontes proteicas mais comumente utilizadas na suplementação de meios de cultivo para a 

produção in vitro de embriões bovinos (Mingoti, 2000).  São utilizadas geralmente por 

promover efeitos benéficos durante o desenvolvimento embrionário com a suas propriedades 

de ligação, dessa forma protegendo contra componentes tóxicos presentes nos meios de 

cultivo (Flood e Shirley, 1991). Também possuem capacidade de quelar metais pesados e 

equilibrar o pH (Mehta & Kiessling, 1990) e propriedade surfactante que atua prevenindo a 

adesão de células a superfícies plásticas e de vidro (Bavister, 1981; Pinyopumintr & Bavister, 

1994). 

O SFB é acrescido aos meios de maturação e cultivo embrionário, pois proporciona maiores 

taxas de produção de blastocistos (Leivas et al., 2010). Apesar da suplementação proteica com 

SFB ser benéfica ao desenvolvimento ovocitário e embrionário in vitro, impossibilita as 

pesquisas relativas as necessidades nutricionais do ovócito e do embrião durante as fases de 

desenvolvimento, pois ele é composto por uma variedade de substâncias indefinidas, 

incluindo os ácidos graxos, fatores de crescimento, substratos energéticos, aminoácidos e 

vitaminas, com concentrações variáveis dependendo do lote, remessas e fornecedores 

(Tetzner 2007). A presença de componentes indefinidos no sistema de cultivo dificulta os 

estudos para determinar o papel que certas substancias ou fatores de crescimento no 

desenvolvimento embrionário precoce. Meios de cultivo isentos de SFB são necessários não 
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só para estudar os mecanismos de desenvolvimento embrionário, mas também para a 

produção de embriões de boa qualidade para transferência, clonagem e transgenia (Gomes et 

al., 2008).  

Vários estudos foram direcionados a substituição do SFB nos sistemas de cultivo in vitro, 

porém os resultados obtidos com estes substitutos têm sido insatisfatórios (Biggers et al., 

1997; Nowshar et al., 2000), demonstrando que o desenvolvimento embrionário necessita de 

fatores encontrados no SFB ou no BSA para diferenciação e proliferação celular (Lim et al., 

1999). De fato, análises dos blastocistos cultivados com PVA (Álcool Polivinilico) revelaram 

taxas reduzidas de metabolismo (Eckert et al., 1998) e conteúdo proteico (Thompson et al., 

1998) comparado ao cultivo contendo BSA. Além do que, o PVA não se mostrou capaz de 

sustentar a reação acrossomal e a fecundação, em várias espécies estudadas (Bavister et al., 

1992). 

Ali e Sirard (2002) reportaram que o BSA afetou a maturação ovocitária, pois causou atraso 

no início da meiose, e também alterações no desenvolvimento embrionário, diminuindo a 

capacidade de desenvolvimento aos estádios de mórula e blastocisto, embora tenha sido 

observado efeito estimulatório a blastulação. 

A utilização do SFB foi amplamente estudada e evidenciaram seu efeito sob a viabilidade do 

embrião e a variabilidade entre partidas que pode causar uma variação indesejável entre os 

resultados, além disso, o papel do SFB não seja completamente entendido, já foi demonstrado 

que este tem um efeito bifásico, pois inibe as divisões iniciais de clivagem e acelera o 

desenvolvimento de mórula a blastocisto (Gordon 1994; Lonergan et al., 1999). 

Outro grande problema em se utilizar SFB na produção in vitro de embriões bovinos refere-se 

às barreiras sanitárias, por ser um produto derivado sanguíneo da própria espécie bovina, 

representa altos riscos de contaminação com uma série de componentes patogênicos, 

demonstrando ser um dos principais fatores limitantes na comercialização desses embriões 

(Tornesi et al., 1993; Milham et al., 1994).  

Embriões produzidos em sistemas suplementados com SFB mostram alterações na sua 

ultraestrutura prejudicando a compactação, blastulação, perfis de expressão de mRNA e 

síndrome do bezerro grande com maior incidência de natimortos e mortes após o nascimento 

(Abe et al., 2002; Wreczycki et al., 2004).  Dessa forma, pesquisas sobre substâncias que 
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exerçam a mesma função na suplementação proteica, e que possam substituir o SFB nas 

etapas de maturação, fecundação e cultivo são necessárias. 

Há também evidências que demonstram que a exposição prolongada ao SFB pode alterar 

significativamente tanto a morfologia quanto a bioquímica do embrião (Fair et al., 2001, Abe 

et al., 1999). O SFB causa efeitos adversos, como o acúmulo de lipídios (Sudano et al., 2010), 

mudanças na estrutura mitocondrial (Crosier et al., 2000), indução de apoptose (Sudano et al., 

2010) e modificações na expressão gênica (Kuzmany et al., 2011). Estes achados ainda 

sugerem que o SFB pode estar envolvido em apoptose e fragmentação de blastômeros e 

possivelmente bloqueio no desenvolvimento do embrião (Garcia et al., 2015).  

Embriões bovinos que foram fecundados in vitro, porém cultivados in vivo tiveram 

criotolerância semelhante aos embriões produzidos inteiramente in vivo (Rizos et al., 2002; 

Lonergan et al., 2003). Entretanto, os embriões produzidos completamente in vitro tiveram 

uma menor criotolerância (Rizos et al., 2002; Lonergan et al., 2003).  

O teor de triglicerídeos de blastocistos produzidos in vivo é semelhante aos de blastocistos 

produzidos in vitro, na ausência de soro. Por outro lado, o teor de triglicerídeos de embriões 

cultivados com 10% de soro fetal bovino aumenta de forma constante a partir do estágio de 

9/16 células, para um valor em blastocistos eclodidos quase o dobro em condições isentas de 

soro (Ferguson et al. 1999). Estes resultados indicam que a presença de SFB induz uma 

excessiva síntese e acumulação de triglicerídeos em embriões. A observação microscópica 

destes blastocistos obtidos em meio suplementado com SFB mostra excessiva acumulação de 

gotículas lipídicas, principalmente nas células do trofectoderma. Esta diferença morfológica 

sugere que o acúmulo exacerbado de lipídios causa da sensibilidade de embriões derivados de 

meios suplementados com SFB após a criopreservação (Gomes et al., 2008). 

Um dos fatores responsáveis pelo menor criotolerancia dos embriões PIVE é o maior acúmulo 

intracelular de lipídeos e uma diminuição na densidade de mitocôndrias maduras quando 

comparados aos embriões in vivo (Crosier et al., 2001; Farin et al., 2004). De acordo com 

Seidel jr (2006), um possível mecanismo para a redução desta criotolerância dos embriões 

PIVE é a peroxidação dos lipídios, que é aumentada pelo processo de criopreservação, 

resultando num aumento dos radicais livres resultantes da deterioração de lipídios poli-

insaturados (Beitz, 1996). Com isso, a elevação do conteúdo lipídico nos embriões pode 

exacerbar a produção de radicais livres estimulando o processo de morte embrionária 

(Barceló-Fimbres & Seidel jr, 2007).   
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Outra explicação possível é que o uso do SFB pode promover a incorporação de ácidos graxos 

saturados e colesterol na membrana embrionária, deixando-a menos permeável e mais rígida, 

resultando em grande susceptibilidade do embrião PIVE frente à criopreservação (Barceló-

Fimbres & Seidel JR, 2007). Estudos anteriores sugeriram que os mecanismos moleculares 

envolvidos na redução da síntese de lipídios são devidos a redução na expressão de mRNA de 

enzimas lipogênicas importantes associadas com a síntese de gordura (Baumgard et al., 2002; 

Gervais et al., 2009). 

Estudos mostram que genes relativos ao metabolismo de lipídeos são mais expressos nos 

embriões in vivo que nos in vitro (Gad et al., 2012). Tais resultados sugerem que esses 

embriões podem ser incapazes de utilizar os lipídeos internos para a produção de ATP, o que 

poderia ser devido a uma insuficiente atividade mitocondrial. Isso explicaria outras diferenças 

morfológicas, como o citoplasma mais escuro observado nos embriões PIVE (Dode et al., 

2013). 

Desta forma, mudanças nas técnicas de criopreservação não são suficientes para melhorar as 

taxas de sobrevivência pós-descongelação, havendo necessidade também de alterações na 

composição dos meios de cultivo embrionário de embriões PIVE para que se desenvolvam 

sem um exacerbado acúmulo lipídico intracelular (Leibo &  Loskutoff, 1993). 

Atualmente, diversos laboratórios já eliminaram o soro do cultivo embrionário, 

principalmente quando a finalidade é a criopreservação (Dode et al., 2013).  Um estudo 

realizado por Leme (2008) comparou o cultivo embrionário na presença de SFB e de BSA. A 

taxa de eclosão a 48 h após a vitrificação só foi maior nos embriões cultivados em BSA do 

que naqueles do SFB quando blastocistos de D6,5 e D7,5 foram vitrificados. 

Collado et al., (2015) observaram que a migração inadequada de mitocôndrias e gotículas 

lipídicas em meios suplementados com SFB, após a fertilização in vitro poderiam afetar não 

só as taxas de desenvolvimento, mas também o acúmulo de lipídios. Além disso, mostraram 

que a diminuição da concentração de SFB a 5% pode ser uma alternativa interessante, pois 

permitiu a redução do acumulo de lipídios nos embriões sem afetar adversamente a maturação 

de ovócitos e desenvolvimento embrionário.  

Mudanças na técnica de criopreservação permitem uma melhora até certo ponto, mas é 

indispensável mudanças no próprio embrião para melhorar a sensibilidade à criopreservação 

(Seidel jr, 2006). Com este objetivo, várias estratégias foram desenvolvidas, como o uso de 
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agente lipolíticos [forskolin (Paschoal et al., 2012), etossulfato de fenazina (Sudano et al., 

2011), L-carnitina (Takahashi et al., 2003)], antioxidantes (Breininger et al., 2005; Feugang et 

al., 2004; Paudel et al., 2010; Hosseini et al., 2009), ácido linoleico conjugado (Hochi et al., 

2003), aumento de pressão hidrostática (Siqueira Filho et al., 2011) e utilização de meios 

isentos de SFB (Abe et al., 2002). 

Por outro lado, este excesso de lipídios citoplasmáticos em embriões bovinos pode ser 

reduzido através da utilização de meios de cultivo isentos de soro fetal bovino (Abe et. al., 

2002), pois embriões cultivados em sistemas livres de soro têm uma redução no acúmulo de 

gotas de lipídeos citoplasmáticas e consequentemente maior resistência à criopreservação 

(Pereira & Marques, 2008). 

Muitos dados são sugestivos de que a redução na criotolerância parece estar associada às 

modificações nas condições de cultivo embrionário bem como a quantidade de lipídios nos 

embriões produzidos. Mudanças na técnica de criopreservação permitem uma melhora até 

certo ponto, mas é indispensável mudanças no próprio embrião para melhorar sua resistência 

à criopreservação (Seidel jr., 2006). 

A substituição do SFB por BSA tem um efeito dramático sobre crioresistencia dos embriões, 

resultando em um nível intermediário entre os embriões produzidos in vitro através da 

suplementação com SFB e aqueles produzidos in vivo (Rizos et al., 2003). Além disso, pode 

ser associado a outras estratégias para produção de embriões mais crioresistentes. Accorsi et 

al., (2015) obteve melhores resultados de sobrevivência a criopreservação, utilizando 

embriões que foram cultivados em meios suplementados com BSA e ácido Linoléico quando 

comparado ao grupo controle, demostrando que a BSA pode ser utilizada em associação a 

outras estratégias quando o objetivo final é a criopreservação dos embriões produzidos. 

 

2.3 - Avaliação da qualidade embrionária 

 

Houveram muitos avanços com relação a produção de embriões in vitro nos últimos anos, 

porém os índices de prenhez em bovinos ainda são inferiores para embriões PIVE quando 

comparados aos produzidos in vivo, resultando em um aumento no custo desta biotécnica 

(Pontes et al., 2009; Pontes et al., 2011). Possivelmente estes baixos índices ocorrem em 

consequência à menor qualidade dos blastocistos produzidos in vitro (Hasler et al., 1995; 
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Concoran et al., 2006. Hansen et al., 2010) associada à incapacidade de seleção e 

transferência de apenas os embriões com maior potencial de gerar uma gestação.  

Embriões mamíferos no estágio de pré-implantação de espécies diferentes são muito 

semelhantes e, no entanto, ao mesmo tempo muito diferentes, quando inspecionados através 

de um microscópio estereoscópico binocular (Van Soom et al., 2003). Antes da fase de 

blastocisto eclodido, todos eles são constituídos por uma zona pelúcida, um espaço 

perivitelino e o embrião propriamente dito, mas após uma inspeção mais próxima pode-se 

perceber que eles diferem na forma e espessura da zona pelúcida, na translucidez/opacidade 

de blastômeros e na quantidade de fragmentação citoplasmática. Estas diferenças não são 

apenas óbvias entre espécies, mas, mesmo dentro da mesma espécie, onde a morfologia do 

embrião pode ser influenciada pela origem embrionária (in vivo contra in vitro) e por 

condições de cultivo (Van Soom &  de Kruif, 1992; Thompson, 1997; Abe et al., 1999; Holm 

et al., 2002).  

É importante acrescentar, que por melhor que seja o método de seleção este é apenas um fator 

não podendo esquecer que o ambiente uterino é tão importante quanto à qualidade do embrião 

para o estabelecimento e manutenção de uma gestação. Em vista disso, a avaliação da 

qualidade do embrião é um elemento determinante para o sucesso da PIVE, pois a seleção e a 

transferência daqueles de melhor qualidade aumenta a taxa de prenhez, reduzindo os custos e 

melhorando o aproveitamento de receptoras. (Carvalho & Dode 2014). 

 

2.3.1 - Apoptose 

A palavra apoptose (do grego apo: separação, ptôsis: queda) foi designada em analogia ao 

fenômeno natural das folhas caírem das arvores ou das pétalas caírem das flores, sendo 

adotada pela primeira vez na década de 70 designando a forma fisiológica da morte celular 

(Kerr et al., 1972; Tilly et. al., 1996). Acredita-se que nos embriões, o objetivo deste 

mecanismo seja a eliminação de algumas células que impedem o potencial de 

desenvolvimento do trofectoderma e que também possam ser letais para o embrião (Hardy, 

1997). Entretanto, um número mínimo de células saudáveis da massa celular interna é 

necessário para que ocorra a continuidade do desenvolvimento embrionário (Hardy, 1997).  

O processo de apoptose surge através da ativação de enzimas específicas e transcrição de 

genes que desencadeiam um processo de autodigestão regulada por proteases endógenas. Esta 
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forma de morte celular tem por objetivo a remoção de células lesadas, infectadas, senescentes 

ou que simplesmente perderam a função no organismo, sem alteração do microambiente 

celular e livre de inflamação (Tilly et. al., 1996). Embriões de camundongos que foram 

coletados no estágio de blastocisto desenvolveram-se normalmente mesmo demostrando boa 

parte de suas células em apoptose, fortalecendo a ideia de que o processo de apoptose é 

importante para a manutenção do desenvolvimento destes embriões (Hardy, 1997). 

Durante o cultivo in vitro a apoptose também pode ser causada pelas condições subótimas do 

mesmo, e pode ser utilizada como um critério funcional da qualidade embrionária 

(Makarevich &  Markkula 2002).  Uma das mudanças peculiares do apoptose é a 

fragmentação do DNA (Hardy, 1997) a qual pode ser detectada utilizando o teste de TUNEL 

(terminal deoxynucleotidyl transferase mediated - UTP nick end - labeling), em que as 

porções de DNA fragmentadas ou quebradas das células embrionárias são marcadas com d-

UTP - fluorescente indicando as células em apoptose (Carvalho & Dode, 2014). 

Vários parâmetros já foram correlacionados com a capacidade dos embriões sobreviverem à 

criopreservação, no qual foi observado que o grau de células apoptóticas apresentou a maior 

correlação do que o conteúdo de lipídeos (Sudano et al., 2012), reforçando sua utilização 

como critério para avaliação da qualidade embrionária. 

Recentemente, a avaliação de células apoptóticas pelo teste TUNEL é utilizada em associação 

com a avaliação do potencial de desenvolvimento embrionário.  Isto pode ser feito por meio 

da utilização de antígeno nuclear para a proliferação celular (PCNA), um marcador especifico 

do ciclo celular para identificar células em divisão (Markkuda et al., 2001; Kere et al., 2013).  

 

2.3.2 - Expressão Gênica 

A análise de expressão de genes é um instrumento importante utilizado para qualificar os 

embriões em seus diferentes estágios de desenvolvimento. Vários genes já foram identificados 

e são utilizados como relacionados com a qualidade dos embriões em bovinos (Rizos et al., 

2002; Gutiérrez-Adán et al., 2004; Lonergan et al., 2006; Orozco-Lucero et al., 2014). Muitas 

diferenças importantes dos embriões produzidos in vitro estão relacionadas aos aspectos 

moleculares, e estudos têm mostrado que esses embriões também são diferentes na expressão 

de genes importantes para o seu desenvolvimento (Mundim et al., 2009; Machado et al., 

2013). Essas diferenças são detectadas, principalmente, com a utilização de estudos do 
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transcriptoma bovino que apresentaram genes diferencialmente expressos entre os embriões 

produzidos in vivo e in vitro (Clemente et al.,2011; Mamo et al., 2011). 

Existe uma grande quantidade de informações fornecidas pelos estudos de transcriptoma 

referente ao padrão normal e alterado de genes comprovadamente envolvidos na qualidade 

embrionária. Diversos estudos têm relatado a existência de diferenças entre a abundância 

relativa de alguns genes importantes para o desenvolvimento embrionário no estágio de 

blastocisto e que poderiam explicar a diferença observada na qualidade dos embriões PIVE 

(Rizos et al., 2002; Lonergan et al., 2006; Mundin et al., 2009; Machado et al., 2013). Com 

esses valores de expressão é possível a criação de um padrão transcricional que seja 

especifico para embriões que apresentem potencial ou não de gerar um prenhez (Carvalho &  

Dode 2014). 

O transcriptoma pode ser analisado pela técnica de microarranjo, que consiste em uma lâmina 

contendo milhares de genes, e o RNA/cDNA da amostra é marcado e hibridizado nesta lâmina 

e, a análise computacional da fluorescência fornece a informação sobre o padrão de expressão 

de RNA das células que foram analisadas (Carvalho & Dode 2014). A outra estratégia é o 

sequenciamento (RNA seq), em que ao invés de utilizar a hibridização na lâmina para se obter 

informação das moléculas de RNA, as amostras são sequenciadas diretamente e a sequência 

dos transcritos são comparadas a um genoma tido como referência (Malone & Oliver, 2011).  

No entanto, ainda não se tem dados suficientes do padrão de expressão de genes em 

blastômeros ou células embrionárias para que se possa estabelecer um sistema de seleção de 

embriões com alta ou baixa qualidade (Carvalho & Dode 2014). Geralmente a escolha dos 

genes a serem avaliados nesse tipo de estudo, é baseada no transcriptoma dos embriões de alta 

e baixa qualidade.   

Têm sido também detectado que genes relacionados ao metabolismo de lipídios estão mais 

expressos nos embriões in vivo e menos expressos nos in vitro (Gad et al., 2012). Esses 

resultados sugerem que os embriões PIVE podem apresentar incapacidade de utilizar os 

lipídios internos para a produção de ATP, o que poderia ser devido à atividade inadequada das 

mitocôndrias. Isso também explicaria outras diferenças morfológicas, como o citoplasma mais 

escuro observado nos embriões PIVE (revisado por Dode &  Sprícigo 2014) 

 

2.3.2.1 - Gene FOSL 1 
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FOSL 1 ativa o Fator de transcrição da proteína 1 que está relacionada a uma variedade de 

processos celulares incluindo proliferação, diferenciação e apoptose (Young & Colburn 

2006). Além disso, regula uma rede de genes relacionados ao controle da invasão celular em 

uma variedade de sistemas biológicos (Renaud et al., 2014). 

FOSL 1 atua na via de sinalização de PI3K/AKT, que é responsável pelo desenvolvimento de 

linhagens de células do trofoblasto que são essenciais para estabelecer a relação materno-fetal 

em humanos (Kent et al., 2011). Além disso, pode ter um papel na regulação da invasão do 

trofoblasto em espécies que apresentam placentação hemocorial (Citado por Leme et al., 

2015). 

A adesão das células endoteliais a matriz extracelular é mediada através das integrinas, que 

demostraram ser bastante necessárias durante os processos tanto angiogênicos quanto 

vasculogênicos (Malinin et, al, 2012). A interação de células endoteliais com a matriz 

extracelular é essencial para a proliferação, migração e sobrevivência de células endoteliais 

(Stupack & Cheresh 2004), além disso, é também necessária para a organização e 

diferenciação dos tecidos (Malinin et, al, 2012). 

Ao nível morfológico observou-se que, enquanto as células do grupo controle apresentaram 

um citoesqueleto de actina regularmente organizado em feixes paralelos, já o silenciamento 

do FOSL1 induziu um alto grau de desorganização do citoesqueleto de actina, quando 

comparado a um grupo controle (Evellin, 2013). Embriões que apresentaram knockout para 

FOSL1 morrem devido a defeitos vasculares em tecidos extraembrionários e como resultados 

de defeitos na placenta devido à montagem incorreta das células endoteliais (Schreiber et al., 

2000). 

Leme et al., (2015) realizou em um estudo que descreveu o efeito da vitrificação no perfil 

molecular de embriões bovinos PIVE. O gene FOSL1 apresentou maior expressão em 

embriões vitrificados, propondo que a apoptose parece estar envolvida na resposta à 

vitrificação, pois o aumento dos níveis de transcritos de FOSL1 podem indicar um estimulo 

de uma resposta protetora ou que a apoptose pode ter sido induzida pela lesão das células. 

 

2.3.2 .2 - Os Genes HSPS 

As Heat Shock Protein (HSPs) são tradicionalmente classificadas pelo peso molecular. São 

expressas em todos os vertebrados e desenvolvem diversas funções em vários tipos de tecidos 
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em fases específicas do desenvolvimento e diferenciação ou induzidas por estresses 

ambientais (Franck et al., 2004). Elas estão implicadas no aumento da resistência celular ao 

estresse, na regulação da actina e na dinâmica dos filamentos intermediários (Toivola et al., 

2011), inibição de apoptose (Wu et al., 2007) e desenvolvimento da placenta (Hemberger & 

Cross, 2001).  

Diversas HSPs são expressas em células não submetidas ao estresse e desempenham funções 

importantes na fisiologia celular normal, promovendo a proteção celular contra efeitos 

deletérios do calor, prevenindo a desnaturação proteica (Kregel, 2002). Suas transcrições são 

aumentadas com o choque térmico e outros estímulos estressantes e constituem um indicador 

de estresse em embriões bovinos (Kiang et al., 1998). As HSPs podem estabilizar os efeitos 

negativos do ambiente como uma resposta ao estresse e, assim, aumentar, a 

proliferação/reparo celular e a sobrevivência embrionária, inibindo a apoptose e, 

consequentemente, prevenindo a morte celular. A indução da expressão de HSPs inicia 

poucos minutos após o princípio do estresse térmico, podendo seu pico de expressão ocorrer 

até diversas horas depois do procedimento (Citado por Sonna et al 2002). 

A principal função da HSPB1 é promover termotolerância, crioproteção e auxiliar na 

sobrevivência celular sob condições de estresse. De fato, estudos recentes detectaram 

alteração na expressão desse gene em embriões vitrificados comparados com os embriões 

frescos (Leme 2008). O estresse térmico estimula um complexo programa de expressão e 

respostas bioquímicas adaptativas na célula. Estas respostas ao estresse celular são de grande 

interesse, pois biologicamente, a habilidade em sobreviver e se adaptar ao estresse térmico 

parece ser um requisito fundamental na vida celular. Todavia, existem diferentes caminhos 

químicos ativados por diferentes estressores, como a morte (sobrevivência e adaptação vs. 

apoptose) de células sequencialmente expostas a diferentes tipos de estresse parece depender 

criticamente da sequência em que esses fatores são aplicados (Sonna et al., 2002 ) . 

Trabalho conduzido por Oliveira et al., (2006) mostrou que diferentes fontes proteicas não 

necessariamente afetam a relativa abundância de HSP1A1. Indicando que suplementações 

proteicas podem não ser o fator crítico a contribuir para variação no conteúdo de mRNA entre 

os embriões derivados in vivo ou in vitro. As HSPs podem também ser afetadas por condições 

inadequadas de cultivo, sendo sua expressão facilmente induzida por uma variedade de 

agentes, incluindo aminoácidos análogos, calor e hormônios esteroides. 
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A identificação de genes HSP específicos que contribuam para a sobrevivência dos embriões 

pode ser uma oportunidade única para melhorar a proteção dos embriões PIVE de diferentes 

condições tóxicas, favorecendo a concepção e a manutenção da gestação (Zhang et al., 

2011).O fato de embriões nos estádios de duas a quatro células serem mais susceptíveis a 

elevações de temperatura do que embriões no estádio de mórula deve-se, principalmente, à 

incapacidade destes embriões em sintetizar HSP1A1 como resposta ao estresse causado pelo 

calor (Kawarsky e King, 2001). A síntese das HSPs ocorre prematuramente no estádio de oito 

células devido à completa ativação do genoma embrionário (Ealy et al., 1993). Embriões de 

camundongos com knockout-HSPA5 morreram, demostrando ser um gene importante para 

manutenção da gestação (Daugaard et al., 2007). Durante a janela de implantação, HSPA5 

parece proteger as células contra os danos citotóxicos do TNFα (Khan et al., 2008; Chehna-

Patel 2011). 

 

2.3.2.3 - Gene PLAC 8 

O gene PLAC8 foi chamado assim devido a proteína ser encontrada primeiramente na camada 

espongiotrofoblasto da placenta de mamíferos (Galaviz-hernandez et al., 2003). Em 

camundongos, é expressa em altos níveis nas células epiteliais do trato intestinal, no pulmão e 

em células do sistema imune incluindo macrófagos e granulócitos. A inativação do PLAC8 

reduz a capacidade de fagocitar bactérias pelos neutrófilos, ou seja, diminui a imunidade inata 

(Ledford et al., 2007). O gene também está associado ao câncer em humanos (Mourtada-

Maarabouni et al., 2013; Li et al., 2014). 

Na PIVE bovina, o PLAC8 é um gene utilizado como marcador de qualidade embrionária 

(Gómez et al., 2009; Machado et al., 2011; Goovaerts et al., 2011). Já em animais domésticos, 

o gene PLAC8 ainda não tem sua função bem estabelecida, mas sabe-se que sua expressão 

está relacionada com o desenvolvimento da placenta (Galaviz-Hernandez et al. 2003; Klein et 

al., 2006) e exerce um papel na comunicação materno fetal (Gómez et al., 2009).  Uma alta 

expressão desse gene foi relatada em blastocistos bovinos que tiveram sucesso na prenhez 

quando comparados com aqueles que foram reabsorvidos (El-Sayed et al., 2006) e no 

endométrio de vacas prenhes em relação as não prenhes (Klein et al. 2006). Diogénes (2015) 

sugeriu a adição de FGF10 durante a pré-MIV para melhorar a qualidade dos embriões 

bovinos, pois observou um aumento na expressão relativa do gene PLAC8 quando foi 

utilizado este procedimento.  
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2.3.2.4 - Gene KRT 8 

A proteína keratina 8 (KRT8), pertence a um grupo de queratinas que são proteínas 

componentes dos filamentos intermediários predominantes nas células epiteliais. Elas 

promovem estabilidade mecânica às células, porém são estruturas capazes de responder 

rapidamente a estímulos celulares (revisado por Magin et al., 2007). O KRT8 tem um papel 

importante na formação do blastocisto e na sua subsequente implantação, pois é responsável 

pela formação do citoesqueleto no trofoectoderma. A expressão desse gene apresentou altos 

níveis na fase de blastocisto bovino estando com baixa expressão nos embriões com 2 células 

e mórulas (El-Halawany et al., 2005).   

A proteína KRT8 é crítica para o desenvolvimento de embriões pós-eclosão (Maddox-Hyttel 

et al., 2003) e sua deficiência está associada com a morte de embriões de camundongo 

(Jaquemar et al., 2003). A baixa expressão desse gene também foi relatada em embriões 

oriundos de transferência nuclear (TN) quando comparados com embriões PIVE (Pfister-

Genskow et al., 2005). Machado et al., (2011) avaliou a expressão desse gene em embriões 

PIVE no dia 14 de desenvolvimento, e relatou uma superexpressão desse gene em embriões 

fêmeas comparados aos machos. Já as biópsias de embriões do grupo que resultou em 

reabsorção no início da gestação, revelaram níveis elevados desse gene (Ghanem et al., 2011). 

Já para embriões produzidos in vitro e in vivo não detectaram expressão diferencial do KRT8 

nem em embriões de D7 nem de D14 (Machado et al., 2011).  
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Um dos fatores mais limitantes da produção in vitro de embriões (PIVE) é a criopreservação, 

pois além dos embriões serem mais sensíveis ao frio eles suportam melhor a vitrificação do 

que o congelamento lento. Mas a vitrificação requer a presença de um técnico especializado 

para a manipulação embrionária enquanto que o congelamento lento permite a transferência 

direta. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da substituição do SFB por BSA durante a 

maturação e cultivo embrionário na resposta à criopreservação utilizando o congelamento 

lento. Os CCOs obtidos de ovários de abatedouro foram distribuídos em 2 grupos: 1) controle: 

CCOs maturados e cultivados em meios suplementados com SFB, 2) CCOs maturados e 

cultivados em meios suplementados com BSA. Em D7 os embriões de cada grupo foram 

distribuídos em dois tratamentos, fresco e congelado. O experimento 1 avaliou o efeito da 

fonte protéica na PIVE e a resposta à criopreservação. Após o descongelamento os embriões 

foram avaliados às 24h e 48h quanto à expansão e eclosão. No experimento 2 foi quantificada 

a expressão dos genes KRT8, PLAC8, FOSL1, HSP1A1 e HSPA5 por qPCR e quanto ao 

número total de células e células apoptóticas. Os dados referentes ao desenvolvimento 

embrionário e taxa de células apoptóticas foram realizados pelo teste χ2 e número de células 

pela ANOVA e teste de Tukey. A taxa de clivagem foi semelhante (P>0,05) entre os grupos, 

entretanto a taxa de blastocisto foi maior (P< 0,05) no grupo 1 (42,8±10,1%) do que no grupo 

2 (27,9±8,5%). Às 24 horas pós-descongelamento o grupo SFB Fresco apresentou maior taxa 

de eclosão (P< 0,05) do que os demais. Entretanto, as 48 horas, a taxa de eclosão foi 

semelhante (P>0,05) entre os grupos SFB Controle (68,1±23.3%) e BSA Controle 

(70.0±31.0%) e SFB Congelado (39.2±27.1) e BSA Congelado (38,2±23,9). Não houve 

diferença (P>0.05) entre os grupos Frescos, e entre os grupos congelados quanto ao número 

total de células. A percentagem de células apoptóticas foi maior no grupo BSA Congelado do 

que grupo SFB Fresco, não diferindo (P< 0,05) dos demais grupos. A expressão do gene 

KRT8 foi maior (P< 0,05) no grupo SFB Congelado do que no BSA Congelado, mas foi 

semelhante (P>0.05) entre Congelados e Frescos dentro de cada grupo. O gene PLAC8 foi 
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mais expresso no grupo BSA Fresco do que no grupo SFB Congelado (P< 0,05). Pode-se 

concluir que o uso de BSA em substituição ao SFB causou uma redução na produção de 

embriões, mas teve resposta semelhante na criopreservação. A expressão diferencial dos 

genes KRT8 e PLAC8 sugere que os embriões cultivados em BSA são de qualidade superior.  

 

Palavras chave: Congelamento clássico, BSA, Viabilidade. 
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EFFECT OF PROTEIN SOURCE IN THE PRODUCTION, QUALITY AND 

CRYORESISTANCE OF BOVINE EMBRYOS PRODUCED IN VITRO 
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One of the most limiting factors in vitro embryos (IVP) is cryopreservation, because besides 

the embryos are more sensitive to cold they support better vitrification than slow freezing. But 

vitrification requires the presence of a technical expert for embryo manipulation while slow 

freezing allows direct transfer. The objective of this study was to evaluate the effect of 

replacing SFB by BSA during maturation and embryo culture in response to cryopreservation 

using slow freezing. The COCs obtained from slaughterhouse ovaries were divided into 2 

groups: 1) control: COCs matured and grown in media supplemented with SFB, 2) COCs 

matured and grown in media supplemented with BSA. D7 in the embryos of each group were 

divided into two treatments, fresh and frozen. Experiment 1 evaluated the effect of protein 

source in IVP and response to cryopreservation. After thawing the embryos were evaluated at 

24 and 48 hours as the expansion and hatching. In experiment 2 was quantified the expression 

of genes KRT8, PLAC8, FOSL1, HSP1A1 and HSPA5 by qPCR and for the total number of 

cells and apoptotic cells. The χ2 test and the number of cells performed the data relating to 

embryonic development and cell apoptotic rate by ANOVA and Tukey test. Cleavage rate 

was similar (P> 0.05) between groups, however blastocyst rate was higher (P <0.05) in group 

1 (42.8 ± 10.1%) than in group 2 (27.9 ± 8.5%). At 24 hours post-thaw SFB group Fresh 

showed the highest hatching rate (P <0.05) than the others. However, the 48 hours, the 

hatching rate was similar (P> 0.05) between SFB Control groups (68.1 ± 23.3%) and BSA 

control (70.0 ± 31.0%) and Frozen SFB (39.2 ± 27.1) and BSA Frozen (38.2 ± 23.9). There 

was no difference (P> 0.05) between groups Fresh, frozen and between groups regarding the 

total number of cells. The percentage of apoptotic cells was higher in the Frozen BSA group 

than group SFB Fresh, did not differ (P <0.05) from the other groups. The KRT8 gene 

expression was higher (P <0.05) in Frozen FBS group than in BSA Frozen, but was similar 

(P> 0.05) between frozen and fresh within each group. The PLAC8 gene was more expressed 

in the BSA Fresh group than in the Frozen SFB group (P <0.05). It can be concluded that the 
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use of BSA replacing FBS caused a reduction in embryo production, but had similar response 

in cryopreservation. The differential expression of KRT8 and PLAC8 genes suggests that 

embryos cultured in BSA are top quality. 

 

Keywords: Classic Freezing, BSA, Feasibility. 
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1 - INTRODUÇÃO  

 

 

A produção mundial de embriões bovinos in vitro aumentou significativamente com o 

passar dos anos, e em 2013 os embriões PIVE representaram 42% do total de embriões 

produzidos em todo o mundo (Blondin 2015). Apesar disso, um dos fatores limitantes para a 

melhor utilização da técnica é falta de um método adequado para criopreservação dos 

embriões. É importante observar que, em 2013, a América do Sul produziu 73% dos embriões 

PIVE do mundo, sendo que apenas 5% dos embriões transferidos eram congelados (Blondin 

2015).  

A criopreservação de embriões permite o aproveitamento de receptoras com estro natural, 

além do transporte de embriões congelados ser menos oneroso e possibilitar a programação de 

nascimentos adequada ao manejo de cada propriedade. Oferece ainda condições de 

armazenamento dos embriões enquanto se realiza teste de progênie, e possibilita a criação de 

bancos de embriões de animais geneticamente superiores ou em risco de extinção (Serapião et 

al. 2005). Além disso, é uma técnica fundamental para a comercialização de embriões, sendo 

estratégica para o país que tem o potencial de ser o maior exportador de genético tropical. 

Atualmente existem dois métodos utilizados para criopreservação de embriões: o 

congelamento lento ou clássico e a vitrificação. O congelamento lento pode ser interpretado 

como uma tentativa de criar um balanço entre vários fatores que determinam a formação de 

cristais de gelo, fraturas, danos tóxicos e osmóticos, permitindo trocas entre os meios extra e 

intracelular sem que ocorram sérios efeitos osmóticos e deformidades celulares (Vajta e 

Kuwayama, 2006) e ainda apresenta a vantagem dos embriões serem transferidos na própria 

palheta em que foram congelados facilitando assim a disseminação e a logística da 

transferência de embriões.  
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Ao comparar os resultados destes métodos de criopreservação comparando os embriões PIVE 

e embriões produzidos in vivo (TE), os embriões TE mostraram taxas de gestação 

semelhantes (variando entre 39% e 59%) para ambos os procedimentos de congelamento, o 

lento e a vitrificação (Massip de 1987; van Wagtendonk-de Leeuw et al., 1997; Inaba et al., 

2011). Já para embriões PIVE o melhor resultado foi obtido com a vitrificação (variando de 

52% a 100% a taxa de reexpansão e 36% a 93% a de eclosão) (Nedambale et al., 2004; Mucci 

et al., 2006; Yu et al., 2010; Inaba et al., 2011). Foi demonstrado que os embriões de PIVE 

tem uma maior sensibilidade para as técnicas de criopreservação do que os TE (Leibo e 

Loskutoff, 1993) e que os embriões destas duas origens demonstraram que não sobrevivem 

igualmente aos diferentes métodos de criopreservações (revisado por Sudano et al., 2013). 

Esta menor resistência à criopreservação foi associada a diferentes características físicas e 

morfológicas encontradas nesses embriões (Enright et al., 2000; Abe et al., 2002). Entre as 

diferenças pode-se mencionar que embriões PIVE tendem a conter maior quantidade de 

vacúolos, reduzida expressão de comunicações intercelulares, compactação menos 

pronunciada, disco embrionário geralmente menor com menos células e menor quantidade de 

células totais quando comparados aos embriões in vivo (Crosier et al., 2000; Lonergan et al., 

2006). Além disso, possuem um grande acúmulo intracelular de lipídios e um decréscimo na 

densidade de mitocôndrias maduras quando comparado com embriões in vivo (Crosier et al., 

2000; Farin et al., 2004).  

Mudanças na técnica de criopreservação permitem uma melhora até certo ponto, mas é 

indispensável mudanças no próprio embrião para melhorar a resistência à criopreservação 

(Seidel jr, 2006). Com este objetivo, várias estratégias foram desenvolvidas, como o uso de 

agente lipolíticos [forskolin (Paschoal et al., 2012), etossulfato de fenazina (Sudano et al., 

2011), L-carnitina (Takahashi et al., 2003)], antioxidantes (Breininger et al., 2005; Hosseini et 

al., 2009), ácido linoleico conjugado (Hochi et al., 1999), aumento de pressão hidrostática 

(Siqueira Filho et al., 2011) e utilização de meios isentos de SFB (Abe et al., 2002). 

De acordo com a literatura, a principal característica que afeta a criotolerância do embrião 

PIVE e que tem sido alvo das pesquisas nessa área, é o exacerbado conteúdo lipídico existente 

no seu citoplasma (Abe et al., 2002; Barcelo-Fimbres et al., 2007). Apesar de não estar claro 

como e porque a acumulação lipídica ocorre no citoplasma destes embriões, tal acúmulo tem 

sido atribuído à presença de soro. De fato, a concentração de SFB afeta o número de gotas 

lipídicas presentes no citoplasma do embrião PIVE (Leroy et al., 2005; Sudano et al., 2012a). 
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Embriões cultivados em sistemas livres de soro têm uma redução no acúmulo de gotas 

lipídicas citoplasmáticas e maior resistência à criopreservação (Pereira et al., 2008). 

A BSA é uma fonte proteica que pode ser utilizada como alternativa quando a finalidade é a 

criopreservação dos embriões, pois como citado anteriormente os embriões que são cultivados 

em sistemas livres de SFB tem uma maior criotolerância. Convém ressaltar, entretanto, que na 

grande maioria dos estudos a fonte proteica só é alterada durante o cultivo embrionário e, que 

estudos em que ambas as etapas MIV e CIV foram realizadas na ausência de soro ainda são 

escassos (Collado et al., 2015; Oliveira et al., 2006; Leme 2008; Moreno et al., 2015). 

Por outro lado, a maioria dos autores relatam resultados positivos com a vitrificação de 

embriões bovinos PIVE (Leme, 2008; Inaba et al., 2011), sendo, até o presente, a técnica mais 

utilizada para esse tipo de embrião. Apesar disso, é uma técnica que exige a presença de um 

técnico experiente no momento do aquecimento impedindo a transferência direta destes 

embriões.  

O presente estudo utilizou a substituição da fonte proteica do sistema de PIVE de SFB por 

BSA e a utilização do congelamento lento para a criopreservação. O objetivo foi obter 

embriões com maior criotolerância para serem utilizados em um método de criopreservação, 

que apresenta entre outras vantagens a possibilidade de transferência direta facilitando assim a 

disseminação e a logística da utilização dos embriões produzidos in vitro. 
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2 - MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

     2.1 - Recuperação e Seleção dos ovócitos 

Os ovários foram coletados de fêmeas mestiças (Bos indicus x Bos taurus) em abatedouros 

locais imediatamente após o abate e transportados em solução salina (NaCl 0,9%), 

suplementada com estreptomicina (50 μg/ml) e penicilina (100 μg/ml) á temperatura de 35 a 

36ºC. O tempo de transporte entre o abate até o momento da aspiração dos folículos foi 

observado para não exceder o limite de 6 horas. 

Os complexos cumulus ovócitos (CCOs) foram aspirados de folículos de 3-8 mm de diâmetro 

com o auxílio de seringa de 10 ml e agulha de calibre 18G. O material aspirado foi depositado 

em tubos plásticos de 15 ml (TPP®, Trasadingen, Schaffhausen, Suiça). Os tubos contendo o 

liquido folicular aspirado foram mantidos em banho-maria (36ºC) por 5 minutos para  

sedimentação das células. Após a sedimentação, foi retirado 10 ml do liquido folicular 

sobrenadante, que foi centrifugado por 10 minutos (37 ºC, 700 g) e utilizado para procura e 

seleção dos CCOs. . Os CCOs foram transferidos para gota de fluido folicular, no qual foram 

selecionados os de qualidade I e II (Caixeta e Dode, 2008).  

 

2.2 - Maturação In Vitro (MIV) 

Imediatamente após a seleção, os ovócitos foram lavados e transferidos para o meio de 

maturação. A maturação foi realizada por um período de 24 horas e o meio consistiu de TCM-

199 (Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA) com sais de Earl’s suplementado com 0,075 mg/ml de 

amicacina, 1μg/Ml de L-glutamina, 1μM de Piruvato, 1μM de Cisteamina e 10
-1  

UI/Ml de 

FSH recombinante [rFSH (Gonal-F®, Merck Serono, Rockland, MA, USA)], 10% de Soro 

fetal Bovino (SFB) ou 0,4% de albumina sérica bovina livre de ácidos graxos (BSA- FAF). 

Os CCOs foram cultivados em gotas de 200 μl com cerca de 30 estruturas e cobertas com óleo 

siliconado (360 Medical fluid 350 CST-DOWN CORNING®, New York, Canton, EUA) a 

38,5 ºC em 5% CO2
  
em ar. 
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2.3 - Fecundação In Vitro (FIV) 

Após a MIV os ovócitos foram transferidos para gotas de 200 μl de meio de fecundação que 

consistia de Tyrode’s albumin lactate pyruvate [TALP (Parrish et al. 1995)] suplementado 

com 0,5 mM de penicilamina, 0,25mM de hipotaurina, 25 mM de epinefrina e 10 μg/ml de 

heparina.  

Sêmen congelado da mesma partida de um touro da raça Nelore, previamente testado para a 

produção in vitro de embriões foi utilizado para todos os tratamentos e réplicas. O sêmen foi 

descongelado á 36 ºC por 30 segundos. Após o descongelamento, os espermatozoides foram 

selecionados pelo método de gradiente de Percoll 90 e 45% ( GE® Healthcare , Piscataway , 

NJ, USA) utilizando (400 μl) em microtubos de 2 ml, centrifugados por 5 minutos a  5.400g. 

O pellet foi ressuspendido e adiconado na gota de fecundação de forma a se obter uma 

concentração final de 1 x 10
6
 espermatozoides móveis/ml.  

Os ovócitos foram coincubados com os espermatozóides a 38,5 ºC e 5% de CO
2  

em ar por um 

período de 18-20 horas. O dia da inseminação foi considerado 0 (D0). 

    2.4 - Cultivo in Vitro (CIV) 

Após o período de fecundação, os possíveis zigotos foram pipetados para remoção das células 

do cumulus e transferidos para o meio de fluido sintetico de oviduto (SOF) suplementado com 

aminoácidos essenciais e não essenciais (Holm et al., 1998), 0,34 mM de sódio tri-citrato, 

2,77 mM de myo-inositol e 5% de SFB ou 0,4% de BSA em gotas de 200 μl, cobertas por 

óleo mineral. O cultivo foi realizado por 8 dias em estufa a 38,5 ºC e com 5% de CO
2 

em ar. 

Os embriões foram observados em D2 para avaliação da clivagem e em D6, D7 pós-

inseminação (p.i.) para as taxa de blastocistos.  

 

    2.5 - Congelamento dos embriões pelo método lento 

No D7 os embriões foram avaliados quanto à qualidade e estágio de desenvolvimento 

somente embriões grau I (classificação IETS) no estágio de blastocistos expandidos (Bx) 

foram utilizados. Para a congelamento foi utilizado 1,5M de Etilenoglicol (EG). Os embriões 

foram lavados em solução de PBS e em seguida transferidos para gotas de EG e logo após, 

foram envasados em palhetas de 0,25 mL, sendo que permaneceram um tempo máximo de 10 

minutos no EG antes de iniciar o congelamento. As palhetas foram colocadas na máquina de 

congelamento (FREEZE CONTROL®, Model CL-863 System,Cryologic,Australia) que já 

estava estabilizada a -6,2ºC e, após 2 minutos de estabilização foi realizado a indução da 

cristalização (seeding), quando foi iniciada a curva de congelamento de - 0,5 ºC por minuto, 

até atingir  a temperatura de -35 ºC. Após o termino da curva as palhetas foram imersas em 

nitrogênio liquido (N2L). 

 

    2.6 - Descongelação e cultivo pós-criopreservação 

As palhetas foram retiradas do N2L, mantidas por 5 segundos em temperatura 

ambiente e, então imersas em água aquecida a 33 ºC por 30 segundos. Em seguida, os 

embriões foram lavados e transferidos para gota de cultivo correspondente ao grupo 
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experimental para avaliação de seu desenvolvimento. Os embriões foram avaliados quanto a 

reexpansão e eclosão as 24h e 48 h pós descongelamento. Os grupos controle de ambos os 

tratamentos permaneceram na bancada em meio de manutenção durante o congelamento e 

descongelamento e após foram lavados e transferidos para gota de cultivo correspondente ao 

grupo experimental correspondente ao seu tratamento. 

 

 

 

      2.7 - Quantificação da Expressão gênica 

Os blastocistos eclodidos (Be) observados nos momentos designados para avaliação (D8) 

foram lavados 4 vezes em gotas de solução salina em tampão fosfato (PBS) isento de cálcio e 

magnésio,  estocados em microtubo contendo RNA later e armazenados a -20 ºC até o 

momento da extração do RNA. 

Foram utilizados 3 pools contendo 6 embriões de cada grupo. Foi quantificada a expressão 

dos genes KRT8 (Keratin 8, Type II) e PLAC8 (Placenta-Specific 8)  relacionados a 

qualidade embrionária, o gene FOSL1 (FOS-Like Antigen 1)- relacionado a apoptose e os 

genes HSP1A1 ( heat shock protein A1) e HSPA5- (heat shock protein A5) relacionados ao 

estresse térmico.  Os genes PPIA (Peptidylprolyl Isomerase A) e GAPDH (Glyceraldehyde-3-

Phosphate Dehydrogenase) foram utilizados como genes constitutivos. 

 

        2.8 - Extração do RNA e produção do cDNA 

O RNA total foi isolado usando o Kit RNeasy Plus Micro (Qiagen
®
, Hilden, 

Germany), de acordo com instruções do fabricante (com pequenas modificações). O volume 

total de RNA isolado foi utilizado para a síntese de cDNA, usando o kit First-Strand cDNA 

Synthesis (invitrogen) – SuperScript® III (200 U / µL) e primer Oligo-dT (0,5 µg / µL) em 

um volume final de 40 µL. As reações foram realizadas a 65 °C por 5 minutos e 50 °C por 50 

minutos, seguido pela inativação da enzima a 85 °C por 5 minutos. A análise do qPCR foi 

realizada usando Fast Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems). As reações foram 

otimizadas para promover eficiência de amplificação máxima para cada gene (76 – 110%) por 

cálculos usando as curvas padrões relativas no programa 7500 2.0.3 (Applied Biosystems). 

Cada amostra foi analisada em triplicata e a especificidade de cada produto de PCR foi 

determinada pela análise da curva de melting e tamanho do amplicon em gel de agarose. As 

reações foram realizadas em um volume final de 25 µL usando cDNA correspondente a 0,33 

de um embrião. As condições dos ciclos do PCR foram 95 °C por 5 minutos, seguido de 50 

ciclos de desnaturação a 95 °C por 10 segundos e então anelamento a 60 °C por 30 segundos. 

O nome, a sequência e concentração do primer, tamanho do amplicon e temperatura de 

anelamento de cada gene estão listadas na Tabela 1. 

O nível de expressão dos dois genes constitutivos, Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) e Peptidylprolyl isomerase A (PPIA) foram submetidos ao 

programa de análise GeNorm, que indicou os genes PPIA e GAPDH como os mais estáveis. 

O gene GAPDH foi usado como referência para normalização dos dados. A expressão relativa 
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de cada gene foi calculada usando o método de ΔΔCt com correção da eficiência pelo método 

Pfaffl (Pfaffl 2001).  

 

 

 

 

 

(Leme et al. 2015) 

 

 

 

Tabela 1. Informações para primers específicos utilizados para amplificação dos fragmentos de genes para 

análise em PCR em tempo real. 

Genes Sequência dos primer 

Tamanho  

do 

Amplicon   

(bp) 

Concentração 

do  Primer  

(nM) 

Número de acesso 

Ao Banco de Gene 

/Referencia 

GAPDH 
F: GGC GTG AAC CAC GAG AAG TAT AA 

R: CCC TCC ACG ATG CCA AAG T 
118 300 

NM_001034034.2 

(Leme et al. 2015) 

 

PPIA 
F:GCC ATG GAG CGC TTT GG 

R:CCA CAG TCA GCA ATG GTG ATC T 
65 300 

NM_178320.2 

(Leme et al. 2015) 

 

KRT8 
F: TGT GAA GAA GAT TGA GAC CCG CGA 

R: AAA CCT CAG GTC TCC TGT GCA GAT 
160 300 

X12877 (El-Sayed et 

al. 2006) 

PLAC8 
F: GAC TGG CAG ACT GGC ATC TT 

R: CTC ATG GCG ACA CTT GAT CC 
140 300 

NM_016619 (El-

Sayed et al. 2006) 

HSPA5 

F: CGT GGC CAC TAA TGG AGA TAC 

R: CTC TGT TGT CCT TCC GAA CAT 119 300 

NM_001075148.1 

(Leme et al. 2015) 

 

HSP1A1 
F:CAA GAT CAC CAT CAC CAA CG 

R:AAA TCA CCT CCT GGC ACT TG 219 300 

NM_174550.1 

(Leme et al. 2015) 

 

FOSL1 
F: GCT TCC TAG TAG AGC CAA AG 

R: GAA GAG GTG ATG AAG ACC ATA G 
200 300 

NM_001205985.1 

(Leme et al. 2015) 

 

F: primer forward; R: primer reverse 
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2.9 - Avaliação do número total de células e células apoptóticas  

 

 Foram utilizados blastocistos expandidos (Bx) observados as 24h pós-descongelação 

para determinar o número total de células e de células apoptóticas. Os embriões foram 

corados utilizando a técnica de TUNEL. Os blastocistos foram retirados da placa de cultivo e 

em seguida lavados em PBS aquecido (Life Technologies, cidade, estado Estados Unidos) 

suplementado com BSA (1 mg/mL) antes da fixação em paraformaldeído a 4%, durante 60 

minutos. Todo o processo foi realizado à temperatura ambiente, no escuro. Após o período de 

incubação os embriões foram lavados em solução contendo PBS+BSA. Após lavagem, os 

blastocistos foram mantidos em solução permeabilizadora por 1 hora á 2-8 ºC. Para a 

avaliação, foram incluídos grupos controles positivo e negativo. Os blastocistos (exceto 

controles negativos) foram, então, corados pelo TUNEL por 60 minutos à 37°C e 

posteriormente com e Hoechst 33342, durante 10 minutos. Finalmente, os blastocistos foram 

lavados em BSA e observados sob um microscópio fluorescente. Para cada blastocisto, o 

número total de células individuais (núcleos azuis, Hoechst 33342) e o número total de células 

apoptóticas (núcleos verdes, TUNEL) foi determinado. A proporção de células apoptóticas foi 

definida como a percentagem de células apoptóticas sobre o número total de células (Figura 

1). 

 

 

  

Fig. 1:  A) Blastocistos Expandidos em D8 corados por Hoechst 33342, para contagem do 

número total de células e B) corado corados pelo TUNEL, para contagem do número de 

células apoptóticas. 
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3 - Delineamento Experimental 

 

Para avaliação do efeito da fonte proteica durante o cultivo na produção, resistência a 

criopreservação e qualidade de embriões bovinos produzidos in vitro foram realizados dois 

experimentos. 

 

3.1 - Experimento 1: Efeito da fonte proteica na produção in vitro de embriões bovinos e 

na resposta à criopreservação. 

 O objetivo deste experimento foi verificar se a fonte proteica utilizada como 

suplemento nos meios de cultivo afeta a quantidade e qualidade de embriões e a resposta 

desses embriões à criopreservação. Foram utilizados 1.283 ovócitos de grau I e II obtidos de 

ovários de abatedouro, oriundos de 11 réplicas. Após a seleção os CCOs foram distribuídos 

em 2 tratamentos: T1 controle: onde os meios foram suplementados com SFB MIV (5%) e 

CIV (10%);  e T2, BSA, o meio MIV (0,4%) e CIV (0,4%).  No D2 foi avaliada a taxa de 

clivagem e nos D6, D7 a taxa de blastocisto. Para avaliação da resposta à criopreservação, 

blastocistos expandidos (Bx) classificados com Grau I (embrião simétrico, blastômeros de 

mesmo tamanho, cor uniforme e sem presença de células extrusas) de cada tratamento, foram 

subdivididos em Grupo Fresco e Grupo Congelado, sendo que no grupo congelado os 

embriões foram submetidos ao congelamento lento. O tempo necessário para realizar o 

congelamento foi de 90 minutos período esse em que os embriões do grupo Fresco 

permaneceram em meio de manutenção sob placa aquecedora a temperatura de 36 ºC. 

Após o descongelamento os embriões do grupo Congelado e os do grupo Fresco retornaram 

para o cultivo em meio SOF. Foram avaliados às 24h e 48h pós-descongelamento quanto a 

reexpansão, eclosão e degeneração. Os embriões que apresentavam reexpansão e/ou eclosão 

no momento da avaliação foram considerados como viáveis e, os embriões que apresentaram 

alterações morfológicas, degenerações e fragmentações foram considerados degenerados. 

Além disso, o experimento 1 objetivou avaliar o número total de células e número de 

células apoptóticas. Foi utilizado um total de 443 embriões no estágio de Bx em D7 

produzidos na presença de BSA (n=194) ou SFB (n=279). Metade dos embriões de cada 

grupo foi submetida congelamento lento e o restante foi utilizado como controle (Fresco). 
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Após o congelamento/descongelamento os embriões foram cultivados por 24 horas e então 

utilizados para o teste de TUNEL. Para cada blastocisto foi determinado, o número total de 

células (núcleos azuis, Hoechst 33342,) e o número total de células apoptóticas (núcleos 

verdes, TUNEL). 

 

3.2 -Experimento 2: Avaliação da resposta à criopreservação pelo congelamento lento de 

embriões produzidos in vitro na presença de diferentes fontes proteicas quanto à 

expressão gênica 

Os embriões de cada tratamento (SFB e BSA) foram avaliados no D7 e aqueles no estágio de 

Bx foram utilizados para o experimento. Foram divididos em dois grupos: 1) Fresco, 2) 

Criopreservado. Após a criopreservação os embriões foram cultivados e avaliados às 24 e 48 

horas de cultivo pós-criopreservação, sendo que aqueles que se apresentavam eclodidos no 

momento da avaliação foram armazenados em RNA later para posterior análise molecular.  

Foi quantificada a expressão dos genes KRT8 (Keratin 8, Type II) e PLAC8 (Placenta-

Specific 8) – relacionados a qualidade embrionária, o gene FOSL1 (FOS-Like Antigen 1)- 

relacionado a apoptose e os genes HSP1A1 (heat shock protein A1) e HSPA5- (heat shock 

protein A5) relacionados ao estresse térmico.  Os genes PPIA (Peptidylprolyl Isomerase A) e 

GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) foram utilizados como constitutivos. 

Foram utilizados 3 pools contendo 6 embriões de cada grupo. 

 

4 - Análise Estatística 

 

Os dados referentes ao desenvolvimento embrionário foram analisados pelo teste Qui-

quadrado (P<0,05). A comparação entre os tratamentos quanto ao número total de células foi 

realizada utilizando o teste ANOVA com teste de Tukey e para o número de células 

apoptóticas, foi usado o Kruskal-Wallis. A expressão relativa de cada gene foi calculada 

usando o método de ΔΔCt com correção da eficiência pelo método Pfaffl. No experimento 2 

foram utilizados os testes ANOVA e Kruskal-Wallis. Os dados são apresentados como média 

± erro padrão. Todas as análises foram realizadas pelo programa Prophet, versão 5.0 (BBN 

systems and Technologies, 1996) 
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5- RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5-1 Experimento 1: Efeito da fonte proteica na produção in vitro de embriões bovinos e 

na resposta à criopreservação. 

 

Nesse experimento a produção de embriões e a resposta desses a criopreservação foi 

comparada entre dois sistemas de cultivo que variaram quanto à suplementação proteica dos 

meios. Os dados relativos a produção de embriões é apresentada na tabela 2. Pode-se observar 

que a taxa de clivagem foi semelhante entre os dois sistemas (P>0,05). Entretanto, o grupo em 

que todo o cultivo foi realizado na presença de BSA apresentou menor produção de 

blastocistos em D7 (P<0,05), sendo que a percentagem desses blastocistos que estavam 

expandidos também foi menor do que os cultivados na presença de SFB (P< 0,05).  

 

 

Tabela 2. Avaliação do desenvolvimento embrionário de ovócitos bovinos maturados e 

cultivados in vitro na presença de soro fetal bovino (SFB) ou na presença de albumina sérica 

bovina (BSA).  

Tratamento 

    Clivagem D2 

n (%) 

  Blastocisto D7 

n (%) 

  Blastocisto expandido 

D7* n (%) n       

    

 

(Média)   

 

(Média)   

 

(Média) 

SFB 579   478 (82,6)
 a
   248 (42,8)

 a
   186 (75,0)

 a
 

BSA 723   577 (79,2)
 a
   202 (27,9)

 b
   129 (63,8)

 b
 

a,b
 Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa (P ˂0,05). 

* Porcentagem de blastocistos expandidos calculada em relação ao total de blastocistos em 

D7. 
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Quando a criotolerância dos embriões produzidos pelos dois sistemas foi analisada 

observou-se que às 24 horas pós-descongelamento os grupos criopreservados apresentaram 

taxa de reexpansão e de eclosão semelhantes (P> 0,05), e não diferiram do controle cultivado 

na presença de BSA (Tabela 2).  

Às 48 horas pós-descongelamento, a taxa de eclosão foi semelhante (P>0,05) para os 

grupos BSA e SFB tanto nos frescos (controle) quanto nos criopreservados (Tabela 2). 

Entretanto, os grupos criopreservados, independente da fonte proteica, apresentaram taxa de 

eclosão inferior (P<0,05) à dos grupos frescos. Foi observada diferença quanto a taxa de 

eclosão e de embriões viáveis, entre os grupos frescos e congelados, sendo observado 

menores taxas nos grupos congelados (P< 0,05).
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Tabela 3. Avaliação pós-descongelamento de embriões bovinos produzidos in vitro na presença de soro fetal bovino (SFB) ou na 

presença de albumina sérica bovina (BSA) e congelados no dia (D) 7 de cultivo.   

a,b,c
 Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa por χ2 (P ˂0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamento Total 

  24 horas   48 horas 

  
Reexpansão   Eclosão 

  Degenerados 
  Viáveis   Reexpansão   Eclosão 

  Degenerados 
  Viáveis 

  N (%)   n (%)   n (%)   n (%)   n (%)   n (%)   n (%)   n (%) 

SFB Controle 69   37 (53.6) b   30 (43.5) a   2 (2.9) ab   67 (97.1) a   18 (26.1) b   47 (68.1) a   4 (5.8) a   65 (94.2) a 

SFB Congelado 97   71 (73.2) a   15 (15.5) b   11 (11.3) c   86 (88.7) b   42 (43.3) a   38 (39.2) b   18 (18.6) b   79 (81.4) b 

BSA Controle 50   41 (82.0) a   9 (18.0) b   0 (0.0) a   50 (100.0) a   14 (28.0) ab   36 (72.0) a   0 (0.0) a   50 (100.0) a 

BSA Congelado 63   51 (81.0) a   6 (9.5) b   6 (9.5) bc   57 (90.5) ab   26 (41.3) ab   24 (38.1) b   13 (20.6) b   50 (79.4) b 
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A resposta ao congelamento lento de embriões produzidos in vitro cultivados na 

presença de BSA apresentou maior número total de células pós-descongelamento (24h) do 

que o grupo SFB (P<0.05). Entretanto o número de células apoptóticas foi maior no grupo 

BSA (P<0,05) (Tabela 3). Os grupos controle, tanto BSA quanto SFB, foram semelhantes 

quanto ao número total de células (P>0,05), sendo que o grupo BSA apresentou maior número 

de células apoptóticas (P<0,05) (Tabela 3).  

Foi avaliada a relação entre o número total de células e número de células apoptóticas, 

e o tratamento BSA Congelado apresentou maior relação quando comparado ao grupo SFB 

Controle (P<0,05) (Tabela 4). 

Tabela 4. Avaliação do número total de células e células apoptóticas de Blastocistos D8 

produzidos in vitro na presença de soro fetal bovino (SFB) ou na presença de albumina sérica 

bovina (BSA) submetidos ou não ao congelamento clássico, no dia (D) 8 de cultivo. 

a,b,c
 Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa por χ2 (P 

˂0,05). 

 

5.2- Experimento 2: Avaliação da resposta à criopreservação de embriões produzidos in 

vitro na presença de diferentes fontes proteicas quanto à expressão gênica 

 

Esse experimento teve como objetivo avaliar o padrão de expressão gênica de 

embriões frescos e congelados eclodidos em D8. Foi quantificada a expressão dos genes 

KRT8, PLAC8, FOSL1, HSP1A1 e HSPA5. Os resultados mostraram que a expressão do 

gene KRT8 foi maior (P< 0,05) nos embriões do grupo congelado SFB do que nos do grupo 

congelado BSA. Entretanto, a expressão desse gene foi semelhante entre criopreservados e 

frescos dentro de cada grupo. Já para o gene PLAC8 o grupo controle BSA apresentou maior 

padrão de expressão quando comparado aos grupos Controle SFB e ao Grupo Congelado SFB 

Tratamento n   
Total de       

células 
  Total de células apoptóticas   Células apoptóticas 

   
 (Média±DP) 

 
(Média±DP) 

 
 (%) 

  SFB Controle 23 

 

  126±27,6
a
 

 

3,5±2,0
b
 

 

2,70%
a
 

 SFB congelado 21 

 

     110,2±20,7
b
 

 

5,8±2,8
a
 

 

5,27%
ab

 

BSA Controle  20 

 

    132,3±17,1
a
 

 

6,8±2,6
a
 

 

5,14%
ab

 

  BSA congelado 20       114,1±18,8
c
     10,7±2,6

c
   9,38%

b
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(P< 0,05). Para os demais genes avaliados, FOSL1, HSP1A1 e HSPA5, nenhuma alteração no 

padrão de expressão foi detectada entre os grupos (P< 0,05). 
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Figura 2 - Nível de transcritos dos genes KRT8, PLAC8, FOSL1, HSP1A1 e HSPA5 

analisados por PCR em tempo real em embriões bovinos produzidos in vitro na presença de 

SFB ou BSA. Os dados (média ± EPM) foram normalizados pelos genes PPIA e GAPDH e 

expressos em relação à amostra controle, através do método ΔΔCt com correção da eficiência. 

 Asterisco nas barras indicam valores diferentes (P< 0,05). 

 

 

5.3 - Discussão 

Um dos problemas limitantes no uso da técnica de PIVE é a dificuldade de 

criopreservar os embriões. Vários estudos sugerem que o principal fator responsável pela 

menor crioresistência dos embriões PIVE é o acúmulo intracelular de lipídeos (Goméz et al., 

2008). Apesar de não estar muito claro o que provoca esse acumulo de lipídeos, existem 

muitas evidencias de que este fato está diretamente relacionado à suplementação do meio com 

SFB (Sudano et al., 2012).  

P = 0.479 

P = 0.7893 
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Existem muitos dados sugestivos de que os embriões bovinos com elevado teor de lipídios são 

mais sensíveis a procedimentos de criopreservação e que o meio de cultivo pode influenciar 

esta sensibilidade (Abe et al., 2002). Porém, quando cultivados em sistemas livres de soro têm 

uma redução no acúmulo de gotas de lipídeos citoplasmáticas e consequentemente maior 

resistência à criopreservação (Pereira e Marques, 2008). A BSA é uma fonte proteica que 

pode ser utilizada como alternativa quando se tem como finalidade a criopreservação, pois 

exclui os efeitos indesejáveis ocasionados pelo SFB, produzindo embriões de melhor 

qualidade. 

Por outro lado, a maioria dos autores relata resultados positivos com a vitrificação de 

embriões bovinos PIVE (Leme, 2008; Inaba et al., 2011), sendo, até o presente, a técnica mais 

utilizada para esse tipo de embrião. Entretanto esta  é uma técnica que exige a presença de um 

técnico experiente no momento do aquecimento impedindo a transferência direta desses 

embriões.  

Os resultados obtidos no experimento 1 mostraram que a taxa de clivagem foi semelhante 

entre os grupos, entretanto, a taxa de blastocisto foi inferior no grupo cultivado na presença de 

BSA em todas as etapas da PIVE.  Vários estudos tem mostrado que a presença de soro 

durante o cultivo embrionário produz mais embriões do que quando esse é substituído por 

BSA ou outras macromoléculas (Leme 2008 ; Biggers et al., 1997 ; Nowshari et al., 2000). 

Portanto, a menor produção de embriões no grupo BSA já era esperado. Convém ressaltar, 

entretanto, que na grande parte desses estudos a fonte proteica só é alterada durante o cultivo 

embrionário e, que estudos em que ambas as etapas MIV e CIV foram realizadas na ausência 

de soro ainda são escassos (Collado et al., 2015; Oliveira et al., 2006; Leme 2008; Moreno et 

al., 2015). Considerando essa diminuição na produção quando o soro é retirado do sistema, os 

resultados do presente estudo de quase 30% de blastocistos no D7 de cultivo, mostram que a 

eficiência do sistema é superior a observada nos outros estudos (Collado et al., 2015; Oliveira 

et al., 2006; Leme 2008; Moreno et al., 2015). 

 Quando a velocidade de desenvolvimento dos embriões foi avaliada observou-

se que apesar da maioria dos embriões em D7 encontrar-se em estágio de blastocisto 

expandido em ambos os tratamentos, o grupo SFB apresentou maior taxa de expansão que o 

grupo BSA.   

Esses resultados confirmam a existência do efeito bifásico do SFB, no qual 

inibe as divisões iniciais de clivagem e acelera o desenvolvimento de mórula a blastocisto 
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(Gilardi et. al 2004 ; Gordon 1994, Lonergan et. al 1999).  Ainda é desconhecido o 

mecanismo de estimulação do soro nesta etapa do desenvolvimento embrionário, porém esse 

estímulo é relacionado a ação de fatores de crescimento e/ou de aminoácidos, ou, ainda às 

suas propriedades antioxidantes que reduzem a formação de superóxidos (Bavister, 1995). 

Essas características induzem a maior produção de embriões que atingem o estágio de 

blastocisto mais cedo. Considerando que a velocidade de desenvolvimento dos embriões 

PIVE está relacionada à sua qualidade e, portanto, embriões que se desenvolvem mais cedo 

têm maior chance de gerar prenhez (Florentino et al., 2013) poderia se assumir que os 

embriões do grupo SFB teriam melhor qualidade do que os do BSA. Entretanto, deve-se levar 

em conta que a BSA por ter deficiência de elementos estimuladores do desenvolvimento de 

blastocistos (Tricoire et. al 1999),  os embriões tem ciclos celulares mais lentos e atingem o 

estágio de blastocisto mais tardiamente  (Holm et al., 2002). Portanto, a velocidade de 

desenvolvimento talvez não seja um bom parâmetro de qualidade embrionária. 

No experimento 1, também foi avaliado o comportamento de embriões suplementados com 

SFB ou BSA, frente ao congelamento lento. Observou-se que às 24 horas de cultivo, o grupo 

SFB fresco apresentou maior taxa de reexpansão e de eclosão comparado aos demais grupos. 

Porém ás 48 horas pós-descongelamento, os grupos cultivados com SBF e BSA apresentaram 

taxa de eclosão semelhante tanto nos frescos como nos criopreservados. Estes dados estão de 

acordo com LEME, (2008), que observou que a taxa de eclosão 48h após a vitrificação foi 

semelhante nos embriões que foram cultivados na presença de BSA e cultivados na presença 

de SFB.  

A taxa de eclosão às 24 horas foi maior no SFB do que nos demais grupos, mas como 

mencionado anteriormente, os embriões cultivados em BSA tem um desenvolvimento 

embrionário mais lento, o que se confirma quando se observa a taxa de eclosão as 48 horas 

que é semelhante entre SFB e BSA. Esta diferença pode não estar relacionada com qualidade 

e sim com o efeito bifásico induzido pelo SFB como demonstrado anteriormente.  

Era esperado que a BSA oferecesse uma melhor resposta a criopreservação, porém não foram 

observados elementos que indicassem essa melhor eficiência. Trabalhos citam que 

blastocistos que se desenvolvem mais rápido ou que apresentam maior diâmetro são de 

melhor qualidade e mais favoráveis a sobreviver à criopreservação (Saha et al., 1996; George 

et al., 2008). No nosso estudo utilizamos apenas embriões de melhor qualidade tanto dos 

meios suplementados com BSA quanto SFB para testar a criotolerância e estes apresentaram 
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capacidade semelhante de suportar as crioinjúrias ocasionadas pelo processo de 

criopreservação 

Estudos propõem que a sobrevivência de embriões PIVE cultivados em meios com SFB 

possuem menor criotolerância em relação aos cultivados em meios acrescidos de BSA 

(Carnegie et al., 1999; Nedambale et al., 2004; Lonergan et al., 2006;). Porém, neste trabalho, 

nenhuma diferença entre os grupos BSA e SFB foi observada na taxa de embriões viáveis, 

apesar de ambos serem inferiores ao grupo fresco. 

Na avaliação do número total de células dos embriões produzidos pelos dois sistemas, 

observou-se que às 24 horas de cultivo o grupo SFB fresco apresentou número de células 

semelhante ao grupo BSA fresco e maior número de células quando comparado aos grupos 

SFB e BSA congelados. Estes dados reforçam os achados por Nedambale et al., (2004) e 

Carolan et al., (1995) que observaram a adição de SFB causa aumento do número de células 

quando comparado a grupos não suplementados. Estes resultados reforçam que a qualidade 

embrionária é um fator importante para predizer a resposta a criopreservação, pois como 

foram congelados apenas embriões de melhor qualidade, este pode ser o motivo de não haver 

diferença entre os grupos congelados. 

Quanto a avaliação do número de células apoptóticas, o grupo SFB fresco apresentou menor 

número de células apoptóticas quando comparado aos demais grupos e o grupo BSA 

congelado apresentou maior número de células apoptóticas. Estes dados diferem dos 

encontrados por Sudano et al., (2011) que observaram que o número de células apoptóticas 

aumenta de forma constante ao aumento suplementação do meio com SFB, apresentando uma 

proporcionalidade direta. Esta variação entre estes resultados pode ter ocorrido principalmente 

devido as diferenças nos sistemas de cultivo embrionário e método de criopreservação 

utilizado em cada trabalho. 

A relação entre o número total de células e número de células apoptóticas, mostrou que o 

tratamento BSA Congelado apresentou maior relação quando comparado ao grupo SFB 

Controle. A apoptose desempenha um importante papel no desenvolvimento embrionário e na 

homeostase celular, atuando como um mecanismo de controle de qualidade para remoção 

células que estão danificadas, não funcionais, anormais, e em número excessivo (Jacobson et 

al., 1997; Meier et al., 2000; Paula-Lopes & Hansen, 2002). Sendo assim, o número de células 

apoptóticas é um parâmetro para avaliação da qualidade embrionária. O grupo BSA teve um 

aumento de células apoptóticas comparado ao SFB, considerando que a apoptose é um 
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processo fisiológico este aumento pode indicar que os embriões cultivados em BSA estão 

sendo mais eficientes no mecanismo de remoção celular. 

Dos genes avaliados apenas o KRT8 e PLAC8 tiverem expressão afetada pelos tratamentos. O 

grupo SFB congelado teve um aumento da expressão do gene KRT8 em comparação aos 

embriões do grupo BSA Congelado. Este gene tem um importante papel na formação do 

blastocisto e na sua subsequente implantação, pois é responsável pela formação do 

citoesqueleto no trofoectoderma, além de ser crítico para o desenvolvimento de embriões pós-

eclosão (Maddox-Hyttel et al. 2003). Este gene é associado a qualidade embrionária e a maior 

expressão do KRT8 pode explicar a razão dos embriões cultivados em SFB formarem a 

blastocele mais cedo, quando comparados a embriões cultivados em BSA, como foi relatado 

anteriormente devido ao efeito bifásico. 

Machado et al., (2011) avaliou a expressão desse gene em embriões PIVE no dia 14 de 

desenvolvimento, e relatou uma superexpressão desse gene em embriões fêmeas comparados 

aos machos. Biópsias de embriões que resultaram em reabsorção no início da gestação, 

revelaram níveis elevados desse gene (Ghanem et al., 2011). Assim sendo, os embriões do 

grupo SFB congelados apresentaram maior expressão deste gene, podendo também indicar 

uma menor eficiência na implantação dos mesmos. 

Os embriões eclodidos do Grupo Controle BSA apresentaram maior expressão do gene 

PLAC8. Na PIVE bovina, o PLAC8 é um gene utilizado como marcador de qualidade 

embrionária (Gómez et al., 2009; Machado et al., 2011; Goovaerts et al 2011). Em animais 

domésticos, o gene PLAC8 ainda não tem sua função bem estabelecida, mas sabe-se que sua 

expressão está relacionada com o desenvolvimento da placenta (Galaviz-Hernandez et al., 

2003; Klein et al., 2006) e exerce um papel na comunicação materno fetal (Gómez et al., 

2009).  Uma alta expressão desse gene foi relatada em blastocistos bovinos que tiveram 

sucesso na prenhez quando comparados com aqueles que foram reabsorvidos (El-Sayed et al., 

2006) e no endométrio de vacas prenhes em relação as não prenhes (Klein et al. 2006). Os 

resultados reforçam que embriões cultivados somente com a BSA, apresentam melhor 

qualidade embrionária, fornecendo indícios de que tem maior capacidade de gerar uma 

prenhez quando comparados aos embriões cultivados somente em SFB. 

Não encontramos diferença na resposta a criopreservação entre os tratamentos, demostrando a 

possibilidade de utilizar o congelamento lento e que embriões de boa qualidade sobrevivem 

ao processo de criopreservação independente da fonte proteica.  Além disso, o padrão de 
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expressão dos genes KRT8 e PLAC8 apresentado mostram que os embriões cultivados em 

BSA, mesmo apresentando menores taxas de produção apresentam melhor qualidade 

sugerindo que possam ter maior sucesso nas taxas de gestação.  
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6 - CONCLUSÃO 

 

- A utilização de BSA em substituição ao SFB causa uma redução na produção de embriões, e 

resposta semelhante ao congelamento lento. 

- A expressão diferencial dos genes KRT8 e PLAC8 sugere que os embriões cultivados em 

BSA são de qualidade superior. 
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