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RESUMO 

A vitrificação representa uma importante ferramenta em programas de melhoramento 
genético dos rebanhos, pois permite a criopreservação de gametas e embriões com 
menor percentual de crioinjúrias. Entretanto, lesões causadas nas organelas durante 
a criopreservação comprometem a taxa de sobrevivência dos embriões após o 
reaquecimento. Neste contexto, este estudo objetivou avaliar duas estratégias de 
suplementação com L-carnitina (modulador de atividade mitocondrial) na vitrificação 
de embriões ovinos da raça Santa Inês produzidos in vivo. Mórulas e blastocistos entre 
os dias 6 e 7 de desenvolvimento obtidos de ovelhas foram classificados quanto 
qualidade e estádio de desenvolvimento e uniformemente distribuídos entre os grupos 
experimentais. No ensaio 1 foram formados os grupos C1 (vitrificação sem 
suplementação) e LC1 (vitrificação suplementada com 3,72 mM L-carnitina). No 
ensaio 2, foram formados C2 (reaquecimento sem suplementação) e LC2 
(reaquecimento suplementado com 3,72 mM L-carnitina). Após reaquecimento, os 
embriões foram cultivados in vitro para avaliação de sobrevivência às 24, 48 e 72h 
pós-reaquecimento. No ensaio 1, às 24h de CIV foram retirados 15 embriões 
reexpandidos (8 de C1 e 7 de LC1) e congelados em -80°C para extração de RNA e 
análise de expressão de genes relacionados ao metabolismo mitocondrial e estresse 
oxidativo através de reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR) e 22 
embriões (9 de C1 e 13 de LC1) foram destinados para análise do número de células 
totais e de níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS) através das colorações de 
Hoechst 33342 e CellROX® Green, respectivamente; às 72h de CIV, os embriões 
reexpandidos foram fixados para posterior análise de índice apoptótico por 
imunofluorescência com caspase-3. No ensaio 2 foram realizadas as mesmas 
avaliações de sobrevivência, sendo retirados 18 embriões (6 de C2 e 12 de LC2) do 
cultivo às 24h para congelação e análise de expressão dos mesmos genes avaliados 
no ensaio 1. Não foi observada diferença (p> 0,05) nas taxas de sobrevivência entre 
C1 e LC1 e entre C2 e LC2, tampouco nos níveis de ROS, número total de células, 
número de células apoptóticas e índice apoptótico entre C1 e LC1. Não houve 
diferença (p> 0,05) na expressão de CPT1 e CPT2 (carnitine palmytoil transferase 1 
e 2) entre embriões frescos (CF), C1 e LC1 e entre CF e C2 e LC2, porém no ensaio 
1 a abundância relativa de CrAT (carnitinte acetyl-O-transferase) foi sub-regulada 
(p<0,05) em LC1 (vs CF), e a abundância relativa de RNAm PRDX1 (peroxiredoxin 1) 
foi sub-regulada (p< 0,05) em C1 vs CF. No ensaio 2, a abundância relativa de CrAT 
e PRDX1 foram sobre-reguladas (p< 0,05) em C2 vs CF, e a de CrAT foi sub-regulada 
(p< 0,05) em LC2 vs CF. Conclui-se que na dosagem de 3,72 mM, a LC empregada 
durante a vitrificação ou reaquecimento, apesar de não ser observada diferença nas 
taxas de sobrevivência e na qualidade de embriões ovinos da raça Santa Inês 
produzidos in vivo, estimulam a resposta antioxidante celular e beneficia as vias de 
homeostase energética celular em nível molecular. 
 
Palavras-chave: produção in vivo de embriões; expressão gênica; criopreservação; 
Ovis aires; Santa Inês. 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Vitrification represents an important tool in genetic improvement programs of the herds 
since it allows the cryopreservation of gametes and embryos with a lower percentage 
of cryoinjuries. However, damage caused in the organelles during cryopreservation 
compromise embryo survival rate after warming. In this context, the present study 
aimed to evaluate two strategies of supplementation with L-carnitine (modulator of 
mitochondrial activity) in vitrification medium used for in vivo-produced  Santa Inês 
sheep embryos. Morulae and blastocysts between days 6 and 7 of development 
obtained from ewes were classified by quality and developmental stage and distributed 
among the experimental groups. In essay 1 the groups C1 (vitrification without 
supplementation) and LC1 (vitrification plus 3.72 mM L-carnitine) were set-up. In essay 
2, were set-up C2 (warming without supplementation) and LC2 (warming plus 3.72 mM 
L-carnitine). After warming, embryos were in vitro cultured for survival evaluation at 24, 
48 and 72h post-warming. In essay 1, 15 reexpanded embryos (8 from C1 and 7 from 
LC1) were frozen at -80°C at 24h IVC for RNA extraction and expression of genes 
correlated to mitochondrial metabolism and oxidative stress through Real-Time 
Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR); 22 embryos (9 from C1 and 13 from LC1) 
were analysed for total cell number and reactive oxygen species (ROS) levels through 
Hoechst 33342 and CellROX® Green staining techniques, respectively; at 72h IVC, 
remaining reexpanded embryos were fixed for posterior analysis of apoptotic index by 
caspase-3 immunofluorescence staining. In essay 2 the same survival evaluations 
were performed. Eighteen embryos (6 from C2 and 12 from LC2) were withdrawn at 
24h IVC for freezing and gene expression analysis of the same genes evaluated in 
essay 1. No difference was observed (p> 0.05) in survival rates between C1 and LC1 
and between C2 and LC2, nor in ROS levels, total cell number, apoptotic cell number 
and apoptotic index between C1 and LC1. There was no difference (p> 0.05) in the 
expression of CPT1 and CPT2 (carnitine palmytoil transferase 1 and 2) between fresh 
embryos (CF), C1 and LC1 and between CF and C2 and LC2, but in essay 1 the 
relative abundance of CrAT (carnitine-O-acetyltransferase) was downregulated (p< 
0.05) in LC1 (vs. CF), and the relative abundance of PRDX1 (peroxiredoxin 1) mRNA 
was downregulated (p< 0.05) in C1 vs CF. In essay 2, the relative abundance of CrAT 
and PRDX1 were upregulated (p< 0.05) in C2 vs CF, and CrAT was downregulated 
(p< 0.05) in LC2 vs CF. In conclusion, 3.72 mM LC during vitrification or warming, , it 
stimulate the cell antioxidant response and benefits cellular energy and homeostasis 
pathways at a molecular level, although no differences in survival rates and quality of 
in vivo produced Santa Inês sheep embryos are observed 
 

Keywords: in vivo embryo production; gene expression; cryopreservation; Ovis aires; 
Santa Inês.  
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1. INTRODUÇÃO 

O Rio de Janeiro é um dos estados onde a criação de ovinos encontra-se em 

franca expansão. Apesar disso, a ovinocultura fluminense ainda é praticada de 

maneira ineficiente na maioria das propriedades, tornando-se necessário a adoção de 

práticas e tecnologias que promovam avanços tanto na esfera produtiva quanto 

econômica. É inegável o peso que a reprodução tem no desempenho produtivo de 

uma propriedade, e inevitavelmente a adoção de novas biotecnologias reprodutivas 

resulta em retorno ao produtor de forma mais rápida e potencializada. A produção in 

vivo de embriões, que está associada à estimulação ovariana através do uso de 

protocolos hormonais, entra no contexto como opção que proporciona melhores 

resultados em melhoramento genético e produtividade dos rebanhos nos quais é 

empregada.  

A possibilidade de armazenar o elevado número de embriões produzidos por 

essa biotécnica facilita a programação antecipada da época em que os lotes de 

matrizes estarão em gestação e das estações de parição, coincidindo com a demanda 

do mercado consumidor e permitindo ao produtor o melhor gerenciamento de seus 

recursos e renda. Além disso, a alta taxa de produção dessa biotécnica pode gerar 

um número excedente de embriões de alto valor genético além do número de 

receptoras disponíveis para transferência, que se não preservado poderá resultar em 

prejuízos econômicos ao produtor. As biotécnicas de criopreservação ganham 

destaque nesse cenário, pois permitem a estocagem de embriões por períodos 

prolongados em baixíssimas temperaturas, o que as tornam estratégia essencial nos 

programas de aceleração do melhoramento genético dos rebanhos. 

Os primeiros estudos que descrevem a sobrevivência de embriões mamíferos 

à criopreservação remetem à década de 70 (revisado por Dalcin; Lucci, 2010). 

Atualmente a criopreservação de gametas e embriões é amplamente empregada na 

produção animal, em programas de melhoramento genético e na preservação da 

diversidade genética de espécies ameaçadas (revisado por Comizzoli; Wildt, 2014). A 

vitrificação é o método de criopreservação mais recentemente desenvolvido, no qual 

são empregadas velocidade ultrarrápida de resfriamento e alta concentração de 

crioprotetores, com o objetivo da formação de um estado vítreo intracelular na 

tentativa de evitar a formação de cristais de gelo, minimizando danos ultraestruturais 

(Vajta, 2000). Entretanto, o que se observa em embriões submetidos à essa biotécnica 

é a alteração do padrão de distribuição e da atividade mitocondrial (Dalcin et al., 2013; 
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Fair et al., 2001), retardo na retomada de síntese de DNA e proteínas (Leoni et al., 

2003), fraturas de citoesqueleto (Dalcin et al., 2013; Bettencourt et al., 2009), 

alterações em nível de expressão gênica (Aksu et al., 2012; Ha et al., 2015) e posterior 

alteração da expressão protéica placentária (Saenz-de-Juano et al., 2015). Diversos 

grupos de pesquisa têm testado a suplementação de moduladores em meio de cultivo 

in vitro na tentativa de melhorar as taxas de sobrevivência de embriões 

criopreservados (Gomis et al., 2013; Hwang et al., 2013; Sudano et al., 2011). 

Entretanto, essa estratégia requer a necessidade de um período de cultivo de no 

mímino 24h em estufa incubadora, o que impede procedimentos de transferência 

direta dos embriões às receptoras logo após o reaquecimento e engessa a rotina de 

trabalho em muitas propriedades que não dispõem de equipamentos laboratoriais 

como estufa incubadora. 

A carnitina é um composto endógeno limitante para a via de β-oxidação, 

atuando no transporte de ácidos graxos para a mitocôndria e no carreamento de 

intermediários dessa via, mantendo a homeostase celular e contribuindo para a 

produção de espécies reativas de oxigênio em níveis fisiológicos (Vaz; Wanders, 

2002). Estudos tem testado a suplementação com L-carnitina (LC, L-isômero) no 

cultivo in vitro com o objetivo de melhorar a qualidade e as taxas de desenvolvimento 

e sobrevivência dos embriões produzidos in vivo e in vitro (Sutton-McDowell et al., 

2012; Baldoceda et al., 2015). Dessa forma, o emprego da LC, como estimuladora da 

β-oxidação e por sua ação antioxidante, torna-se uma estratégia interessante na 

busca de melhores taxas de sobrevivência embrionária após a vitrificação. Entretanto, 

ainda não existem trabalhos que descrevem o uso da LC no protocolo de vitrificação 

para a espécie ovina, o que resulta em escasso conhecimento a respeito da resposta 

de embriões dessa espécie à essa suplementação e quais seriam suas sobrevivências 

e qualidade após o reaquecimento. Diante do exposto, o objetivo do presente estudo 

foi testar a suplementação com LC em duas estratégias: empregada na solução de 

vitrificação; e na solução de reaquecimento, com o intuito de verificar se um curto 

tratamento com esse modulador é capaz de incrementar as taxas de sobrevivência e 

a qualidade de embriões ovinos produzidos in vivo, visando validar um protocolo de 

vitrificação com suplementação curto e de fácil aplicação pelo técnico, permitindo-se 

assim ampliar o emprego dessa biotécnica à campo e incrementar a qualidade dos 

embriões resultantes e as taxas de produção de cordeiros. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Produção in vivo de embriões 

Segundo dados do relatório da Sociedade Internacional de Transferência de 

Embriões (International Embryo Transfer Society – IETS), foram produzidos in vivo e 

transferidos no ano de 2015 mais de 32 mil embriões da espécie ovina no mundo, 

sendo os principais produtores Austrália (15.256 embriões), China (10.142 embriões) 

e Reino Unido (4.691 embriões) (IETS, 2016). A produção in vivo de embriões é 

baseada na biotécnica reprodutiva também conhecida como MOET (multiple ovulation 

and embryo transfer), e visa a obtenção de um maior número de crias provenientes 

de animais de alto valor genético, dessa forma sendo empregada em programas de 

melhoramento genético de rebanhos (Fonseca et al., 2014). A MOET baseia-se na 

utilização de protocolos de superestimulação ovariana com o intuito de obter um maior 

número de oócitos maturos ovulados, permitindo igualmente a produção de maior 

número de embriões após monta natural ou inseminação. Os protocolos mais 

utilizados baseiam-se no uso de FSH ou eCG como estimuladores do crescimento 

folicular, além do emprego de implantes de progesterona para sincronização da onda 

folicular, e utilização de análogos de GnRH e de prostaglandinas para indução do pico 

pré-ovulatório de LH (Fonseca et al., 2005). 

A eCG é utilizada em ovelhas como uma alternativa ao FSH, apresentando 

uma maior meia-vida plasmática (72h versus 6h do FSH), mas sendo associada a um 

maior número de embriões degenerados em comparação ao hormônio hipofisário, 

devido à sua predisposição de formação de cistos foliculares (Husein et al., 1998). 

Protocolos mais atuais utilizam o FSH (proveniente de extratos hipofisário) em 

múltiplas e decrescentes aplicações como promotor de crescimento folicular, e 

possuem maior eficácia com sua administração concomitantemente à presença de 

folículos responsivos à essa gonadotrofina, ou seja, folículos antrais com diâmetro 

entre 2 e 3 mm (Veiga-Lopes et al., 2005). Tal premissa torna o emprego da 

ultrassonografia, visando a avaliação da dinâmica folicular e identificação de folículos 

desse diâmetro, uma importante ferramenta nos protocolos de superestimulação 

ovariana para produção in vivo de embriões (Pinto et al., 2016). O emprego de 

protocolos “dia 0” (que considera como dia 0 o dia da ovulação) minimiza o risco de 

se iniciar o tratamento hormonal em períodos indesejados do ciclo estral, evitando 

baixas taxas de recuperação de embriões viáveis (Fonseca et al., 2005). 
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O status fisiológico ovariano no momento do início do protocolo hormonal 

relaciona-se diretamente com o sucesso da MOET (Gonzalez-Bulnes et al., 2002; 

2005), porém outros fatores também interferem nesse resultado. O protocolo 

hormonal adotado, a raça (Bindon et al., 1986), idade dos animais (Dattena et al., 

1999), época do ano (Mitchell et al., 2002), o status nutricional do animal e o manejo 

adotado (Robinson et al., 2006), e a técnica de colheita dos embriões (Andrioli et al., 

1999; Fonseca et al., 2014) podem influenciar o resultado dessa biotécnica. Com a 

utilização de protocolos hormonais, são recuperados em média, seja por colheita 

transcervical, laparoscópica ou cirúrgica, de 5 a 6 embriões viáveis por doadora na 

espécie ovina (Gordon et al., 1997, revisado por Fonseca et al., 2005). 

 

2.2 Criopreservação 

A opção de estocar embriões de valor genético superior, produzidos pela 

MOET, torna as biotécnicas de criopreservação essenciais nos programas de 

melhoramento genético de espécies comerciais. Com o intuito de desacelerar o 

metabolismo e a taxa de respiração celular, mantendo a célula em estado quiescente, 

mas preservando sua integridade, as técnicas de criopreservação utilizam o nitrogênio 

(N2) líquido para alcançar temperaturas ultrabaixas e viabilizar a estocagem de 

gametas, embriões e diversos tipos celulares (Dalcin; Lucci, 2010). 

Os métodos de criopreservação mais difundidos são aqueles que utilizam a 

congelação controlada, cuja taxa de resfriamento acontece gradualmente em 

máquinas apropriadas, ou a vitrificação, com taxas de resfriamento ultrarrápidas pelo 

mergulho dos dispositivos com o conteúdo celular diretamente no N2 líquido (Dalcin; 

Lucci, 2010). Na prática, independentemente do método de criopreservação, faz-se o 

uso combinado de crioprotetores permeáveis como glicerol, etilenoglicol, 

propilenoglicol, ou dimetilsulfóxido, e crioprotetores não permeáveis, como sacarose, 

frutose ou glicose (Vajta, 2000). O objetivo dessas combinações é permitir a 

desidratação celular, diminuir a toxicidade da solução de criopreservação e minimizar 

as injúrias tóxico-osmóticas que a alta concentração de qualquer um deles causa às 

células (Vajta, 2000), como por exemplo, a desidratação celular excessiva que 

compromete a integridade celular (Araújo-Lemos et al., 2014). As soluções 

hipertônicas empregadas na criopreservação modulam o fluxo da água para fora da 

célula, causando desidratação e diminuição do tamanho da célula, resultando em 

menor probabilidade de formação de cristais de gelo intracelular, o qual está mais 
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fortemente correlacionado com os danos causados pela criopreservação do que a 

formação de gelo no espaço extracelular (Prickett et al., 2015). Esse fluxo de água, 

em embriões em estágio de mórula/blastocisto, acontece via difusão facilitada por 

Aquaporinas (Nong et al., 2013; Tan et al., 2015), canais que tornam o transporte de 

água mais eficiente em embriões nesse estágio de desenvolvimento, enquanto que 

em embriões nas primeiras divisões celulares tal transporte ocorre através da 

bicamada lipídica, por difusão simples (Jin et al., 2011). Essas caraterísticas, 

associadas às diferenças no conteúdo lipídico entre embriões iniciais e mórulas e 

blastocistos (Romek et al., 2009), e ao tamanho e volume celular explicam o melhor 

desempenho de embriões mais tardios após a criopreservação (Vajta et al., 1998; 

Liebermann, 2009; Shirazi et al., 2010).  

O termo vitrificação pode ser traduzido como a passagem direta de uma 

substância do estado líquido para o estado vítreo sob baixas temperaturas sem 

formação de cristais de gelo, fenômeno que ocorre pela alta velocidade de 

resfriamento e/ou aumento da viscosidade da solução, através do uso de substâncias 

crioprotetoras (Vajta, 2000). A vitrificação surgiu como proposta de um método de 

criopreservação alternativo à congelação, de fácil aplicação em condições de campo 

e sem a necessidade de equipamentos de alto custo, que melhor conserva as 

características dos embriões e/ou oócitos através do aumento da velocidade de 

resfriamento/reaquecimento, resultando em menores injúrias causada pelo frio 

(Saragusty; Arav, 2011). 

Na vitrificação, a velocidade de resfriamento ultrarrápida é alcançada pela 

imersão do dispositivo contendo a célula em N2 líquido, resultando em queda de 

temperatura de cerca de 2500°C/min, variação que depende do volume, da 

composição e da condutividade térmica da solução de vitrificação e do tipo de 

dispositivo utilizado (Palazs; Mapletoft, 1996). A alta viscosidade da solução de 

vitrificação, obtida pela concentração dos crioprotetores, é indispensável para que 

ocorra o processo de vitrificação (Vajta, 2000). Entretanto, concentrações muito altas 

de crioprotetores estão relacionadas ao estresse tóxico-osmótico e à prejuízos na 

qualidade e viabilidade das células após reaquecimento (Nicácio et al, 2011). Com o 

intuito de minimizar esse risco, é comum o uso combinado de diferentes crioprotetores 

para aumentar a viscosidade e diminuir a toxicidade da solução de vitrificação, 

resultando em maior temperatura de transição vítrea e eliminando a chance de 

formação de cristais de gelo intracelular (Saragusty; Arav, 2011). O volume da solução 
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no qual se coloca a célula é por fim o diferencial da segunda geração de protocolos 

de vitrificação: quanto menor o volume, maior a taxa de transferência de calor e 

maiores as chances de que ocorra a vitrificação (Vajta et al., 1998). An et al. (2015) 

obtiveram melhores taxas de sobrevivência e competência ao desenvolvimento após 

reaquecimento, tanto em embriões produzidos in vivo quanto em in vitro, utilizando 

volumes de 3 µL na vitrificação (modified drop size). 

Embriões produzidos in vivo possuem menor conteúdo lipídico no seu 

citoplasma, o que pode explicar o seu melhor desempenho à criopreservação quando 

comparados com embriões produzidos in vitro (Dattena et al., 1999; De La Torre-

Sanchez et al., 2006; Rizos et al., 2002). Porém, ainda é possível observar que a 

exposição aos crioprotetores resulta em diminuição do tamanho celular, diminuição 

do número de mitocôndrias, danos às microvilosidades de membrana e acúmulo de 

debris celulares nessa categoria de embriões (Fair et al., 2001). Além de redução em 

número de mitocôndrias, redução da atividade mitocondrial foi observada em 

embriões ovinos produzidos in vivo após a vitrificação, os quais também apresentaram 

desorganização do citoesqueleto, causada por ruptura dos filamentos de actina; 

presença de grandes vesículas no citoplasma, com algumas regiões ausentes de 

organelas; complexo de Golgi afastado do núcleo, e perda de algumas junções 

intercelulares (Dalcin et al., 2013). Alterações no potencial redox mitocondrial, 

avaliadas através da oxidação de FAD, e nas defesas endógenas antioxidantes foram 

observadas em oócitos após o processo de vitrificação, o que resultou em baixas 

concentrações de ATP no citoplasma (Zhao et al., 2011; Nohales-Córcoles et al., 

2016). Os efeitos da vitrificação também podem ser observados quanto à estrutura de 

cromatina danificada e ao padrão de distribuição e agregação de mitocôndrias 

(indicativo de atividade mitocondrial e maturidade citoplasmática) demonstrando o 

impacto sobre o aspecto gênico e metabólico celular (Somoskoi et al., 2015). Tais 

consequências da vitrificação podem ser fatores limitantes nas taxas de sobrevivência 

após reaquecimento desses embriões e consequentemente nas taxas de gestação e 

de parições. 
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2.3 L-carnitina 

 

2.3.1 Efeito da L-carnitina no metabolismo lipídico 

A oxidação de ácidos graxos produz acetil-CoA, que é oxidada a CO2 no ciclo 

de Krebs, sendo os elétrons resultantes dessa oxidação transportados através da 

cadeia transportadora de elétrons mitocondrial para produção de ATP. Dessa forma, 

a β-oxidação é a fonte de cerca de 80% da energia para a maioria das células em 

condições fisiológicas (Nelson; Cox, 2008). Ácidos graxos, mobilizados dos estoques 

citoplasmáticos, formam ésteres com Coenzima A (CoA) com quebra de ATP, 

resultando em acil-CoA citoplasmático. Através da ação da enzima carnitine 

palmitoyltransferase 1 (CPT1), ocorre a transferência do éster de acil-graxo da 

molécula de CoA para o grupo hidroxil de uma molécula de carnitina, formando acil-

carnitina, o qual é transportada por proteínas chamadas porinas na membrana 

mitocondrial externa, e por difusão facilitada através de uma proteína transportadora 

na membrana mitocondrial interna (Nelson; Cox, 2008). Uma vez na matriz 

mitocondrial, em reação catalizada por carnitine palmitoyltransferase 2 (CPT2), o 

grupamento acil é transferido da molécula acil-carnitina para uma CoA formando acil-

CoA, que segue para degradação na via de β-oxidação, enquanto a carnitina livre 

retorna ao espaço extramitocondrial para continuar a via de transporte (Nelson; Cox, 

2008; Kerner; Hoppel, 2000). 

A carnitina é uma amina quaternária, sintetizada naturalmente a partir dos 

aminoácidos metionina e lisina, que possui funções importantes no metabolismo 

intermediário na maioria dos tecidos de mamíferos (Bremer, 1983; Vaz; Wanders, 

2002). Além de atuar como cofator no transporte de ésteres de ácidos graxos do 

citoplasma para a matriz mitocondrial, a carnitina também está envolvida no transporte 

de produtos da β-oxidação de peroxissomos para a mitocôndria para a oxidação em 

CO2 e H2O no ciclo de Krebs, e na modulação da razão acil-CoA/CoA, através da 

formação de ésteres com grupamentos acil, minimizando seus efeitos tóxicos para a 

célula (Jakobs; Wanders, 1995; McGarry; Brown, 1997). L-carnitina [3-hydroxy-4-

(trimethylammonio)butyrate] é o L-esteroisômero biologicamente ativo da carnitina, 

utilizado também na suplementação de meios de cultivo visando o incremento da 

atividade mitocondrial em cultivo de células, oócitos e embriões (Dunning; Robker, 

2012). 
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Carnitine acyltransferases são enzimas que atuam no metabolismo 

intermediário de ácidos graxos, modulando os pools de acetil-CoA e acil-CoA em 

diversos compartimentos celulares e contribuindo para a homeostase energética da 

célula (Zammit, 1999). Carnitine palmitoyltransferase 1 e 2 (CPT1 e CPT2) são dois 

complexos multiproteína localizados nas membranas mitocondriais externa e interna, 

respectivamente, cuja função é a transferência dos ésteres acil-graxo entre as 

moléculas de CoA e carnitina, permitindo o transporte através das membranas 

mitocondriais e a continuidade da via de β-oxidação (Eaton; Bartlett; Pourfarzam, 

1996). A carnitina é, dessa forma, uma molécula limitante nessa via, estando sua 

deficiência correlacionada com algumas síndromes causadas pela baixa atividade 

metabólica mitocondrial (Noland et al., 2009). CPT1 e CPT2 sofrem ação inibitória de 

malonil-CoA, um metabólito intermediário da biossíntese de ácidos graxos que sinaliza 

o balanço entre síntese e degradação desses compostos, de acordo com os requisitos 

energéticos da célula. CPTs atuam preferencialmente em ésteres de acil-CoA de 

cadeia longa no espaço extramitocondrial (Ramsay; Arduini, 1993; Ramsay; Gandour; 

van der Leij, 2001). 

Carnitine O-acetyltransferase (CrAT) é outra enzima-chave no metabolismo 

intermediário em mitocôndrias, peroxisomos e retículo endoplasmático, pois realiza a 

transferência reversível de grupos acetil e acil de acetil-CoA/acil-CoA para a molécula 

de carnitina, regulando assim as razões acetil-CoA/CoA e acil-CoA/CoA no espaço 

intracelular, as quais são importantes para a produção de energia e a regulação das 

atividades celulares (Zammit, 1999). CrAT é um monômero com dois domínios, α e β, 

cujas interfaces formam um túnel no qual ocorre as reações químicas; no domínio C-

terminal é onde se ligam a maioria das CoAs, já o túnel é o local de ligação da carnitina 

(Jogl; Tong, 2003; Wu et al., 2003). CrAT possui como substrato preferencial acil-

CoAs de cadeia curta (Ramsay; Arduini, 1993; Ramsay; Gandour; van der Leij, 2001). 

Nesse contexto, a LC torna-se vital para a homeostase mitocondrial como substrato 

para CrAT, já que o excesso de acil-CoA e a indisponibilidade de CoA livre 

desencadeiam o bloqueio da via energética e o comprometimento dos metabolismos 

oxidativo, de carboidratos e aminoácidos, resultando em diminuição na produção de 

ATP e aumento na produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) (Pande; 

Blanchaer, 1971; Ramsay; Zammit, 2004; Marcovina et al., 2013).  

A diminuição da expressão de enzimas do sistema carnitina, como CPT1, 

CPT2 e CrAT e uma alta razão acil-carnitina/carnitina livre são associadas com 
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disfunção da atividade mitocondrial (Sharma et al., 2008). O silenciamento do gene 

CrAT resulta em quebra da homeostase do sistema carnitina e da bioenergética 

mitocondrial, além de reduzir a expressão e atividade da enzima antioxidante SOD2, 

acarretando em aumento do estresse oxidativo dentro da mitocôndria (Sharma et al., 

2013). Também é observado que na ausência de expressão de CrAT ocorrem 

diminuições no consumo de O2 e na produção de ATP (Sharma et al., 2013). Estudo 

de Seiler et al. (2015), avaliou a relação entre CrAT e o exercício físico em 

camundongos. Nesse estudo pôde ser observado que a demanda energética celular 

estimula a diminuição de acetil-carnitina, que é mediada por CrAT. Quando essa 

enzima está indisponível, após o exercício ou demanda de produção de energia, os 

níveis de acetil-carnitina aumentam, ao passo que os níveis de acetil-CoA diminuem 

drasticamente. Após 1h do exercício, os níveis de acetil-CoA são reestabelecidos, 

enquanto que os níveis de acetil-carnitina permanecem elevados. Esse desequilíbrio 

na razão acetil-CoA/acetil-carnitina resulta em inércia metabólica e fadiga muscular 

(Seiler et al., 2015). 

A estratégia de suplementação com LC pode reverter os efeitos inibitórios de 

outros compostos sobre a atividade mitocondrial, como o bloqueio da citocromo-C 

oxidase por fosfeto de alumínio, que resulta em inibição da cadeia transportadora de 

elétrons e prejuízos na produção de energia além de geração de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) (Baghaei et al., 2016). Também já foi observado que em cultivo de 

folículos in vitro, LC estimula um aumento da β-oxidação durante a fase final de 

maturação oocitária (Dunning et al., 2011). A deficiência de LC já foi associada com 

diversas desordens metabólicas como obesidade, nefrotoxicidade, cirrose, desordens 

endócrinas e neuronais (revisado por Flanagan et al., 2010). A suplementação com 

LC em meio de cultivo estimula a expressão de CPT1 e CPT2, resultando em aumento 

da β-oxidação e redução do conteúdo lipídico em embriões bovinos (Ghanem et al., 

2014). Além da sua conhecida ação estimuladora da β-oxidação (Dunning et al., 2010; 

Somfai et al., 2011), a LC pode ser benéfica também por aumentar a 

biodisponibilidade de carboidratos, que seriam utilizados para geração de energia, em 

vias não energéticas como síntese de ácidos nucleicos, ácido hialurônico e sinalização 

celular (Sutton-McDowall; Gilchrist; Thompson, 2010).  
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2.3.2 Efeito antioxidante da L-carnitina 

Um equilibrado balanço do sistema redox dentro da célula é necessário para 

que funções vitais, como proliferação celular, expressão gênica, atividade enzimática, 

sobrevivência e morte celular ocorram de forma eficiente (Sun et al., 2008). Radicais 

livres são átomos ou moléculas com número ímpar de elétrons valentes, que entram 

em reações em cadeia desestabilizando outras moléculas e, em ciclo, geram mais 

radicais livres (revisado por du Plessis et al., 2008). ROS [superóxidos (O2
-), radicais 

hidroxil (OH-) e hidroperóxidos (H2O2)] abrangem radicais livres e radicais não livres 

derivados de oxigênio, produzidos fisiologicamente entre as fases intermediárias de 

redução do oxigênio na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (Agarwal et al., 

2004; Zhang; Gutterman, 2007). Uma excessiva produção de ROS, reflexo de um 

desequilíbrio no metabolismo mitocondrial, leva a danos ao DNA, lipídeos e proteínas 

via reações desencadeadas pelo estresse oxidativo; por outro lado, um excesso de 

substâncias antioxidantes pode resultar em quebra da homeostase celular através do 

bloqueio de vias sinalizadoras e da expressão de fatores de transcrição que são 

ativados por essas espécies reativas (Rand; Grant, 2006). Ainda que possam ser 

formadas pela ação de enzimas como NADPH oxidases, cerca de 95% das espécies 

reativas são derivadas do funcionamento normal da cadeia transportadora de elétrons 

mitocondrial, sendo sua produção, em níveis fisiológicos, importante para a 

homeostase celular pois funcionam como parâmetro de disfunção mitocondrial e 

sinalizam vias de reparo e morte celular (Manes; Lai, 1995; Sahin; DePinho, 2010). 

Em células de mamíferos, ao passo que a principal fonte de ROS via fosforilação 

oxidativa é a mitocôndria, a mesma é extremamente susceptível aos efeitos nocivos 

da alta concentração de ROS (Puddu et al., 2007). Os danos causados pelo aumento 

excessivo de ROS em DNA, proteínas e lipídeos mitocondriais desencadeiam na 

disfunção da cadeia transportadora de elétrons e prejuízo na produção de ATP, o que 

por sua vez aumentam ainda mais os níveis internos de ROS (Genova et al., 2004; 

Chan, 2006; Puddu et al., 2007).   

A família de enzimas peroxiredoxin (PRDXs) atua na redução de 

hidroperóxidos, protegendo as células em situações de estresse oxidativo 

(Kowaltowski; Netto; Vercesi, 1998), e são amplamente expressas em oócitos e 

durante o desenvolvimento embrionário, com exceção de PRDX4, cuja expressão é 

dependente do estágio de desenvolvimento (Leyens; Knoops; Donnay, 2004). PRDX1 
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é uma enzima da subfamília 2-Cys PRDXs, que contém uma dobra thioredoxina, está 

localizada no citoplasma e que realiza sua função detoxificante através da oxidação 

do conservado resíduo Cys51 N-terminal, reagindo principalmente com H2O2 

(Neumann; Cao; Manevich, 2009). PRDX1 atua no sistema antioxidante como 

‘scavenger’ (limpador) cooperando com diversas enzimas e vias de sinalização de 

sobrevivência e morte celular (Kim et al., 2008; Gertz et al., 2009). Embora seja uma 

enzima com função antioxidante, PRDX1 pode sofrer ação de altas concentrações de 

ROS e alterar sua funcionalidade para chaperona (Jang et al., 2004), devido ao fato 

de ser o resíduo Cys51 muito instável e altamente reativo; sua superoxidação resulta 

em ácido sulfínico ou sulfônico, alterando sua conformação (Clairborne et al., 1999). 

A elevada expressão de membros dessa família está correlacionada com 

downregulation de ROS e apoptose em células cancerígenas, conhecidas por estarem 

sujeitas a constante estresse oxidativo (Deng et al., 2005; Kwon et al., 2015). Nesse 

contexto, PRDX1 é um marcador endógeno de estresse oxidativo celular. 

A utilização de antioxidantes em sistemas de produção in vitro, conhecidos 

por seus efeitos estressantes, tem obtido sucesso nas taxas de desenvolvimento de 

blastocistos e sobrevivência após transferência (Truong; May Soh; Gardner, 2016). 

Além de contribuir para a homeostase celular através do adequado funcionamento do 

metabolismo mitocondrial, a LC é conhecida por atuar no sistema antioxidante da 

célula principalmente via aumento da expressão e da atividade de enzimas 

antioxidantes como OH-1 e ecNOS, catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) 

glutathione peroxidase (GPx), e ϓ-glutamyl cysteine synthetase (ϓ-GCS) (Calò et al., 

2006; Ghanem et al., 2014; Bavari et al., 2016; Roy; Verma; Krishna, 2016; Wang et 

al., 2016). Ações de ‘scavenging’ e de inibição de peroxidação lipídica também vem 

sendo associadas à LC, de forma dose-dependente em sistemas de culturas de 

células sob estresse oxidativo (Li et al., 2012). Os resultados do efeito antioxidante da 

LC podem ser observados através de menor produção de ROS intracelular, resultando 

em menores índices de apoptose e maior viabilidade celular (Wu et al., 2011; Dunning; 

Robker, 2012; Wang et al., 2016).  

 

2.4 Metabolismo embrionário 

Metabolismo envolve uma série de processos que tem por objetivo prover 

energia para sustentar o funcionamento adequado da célula, manter a homeostase 

celular e prover metabólitos para a biossíntese de componentes celulares (Leese, 
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2012). O desenvolvimento pré-implantacional do embrião consiste de um processo 

dinâmico onde um adequado suprimento energético, através do ATP gerado 

principalmente pelas mitocôndrias, é essencial para as sucessivas divisões mitóticas 

e todos os eventos celulares durante essa fase (Van Blerkom, 2011). Desde a fase de 

zigoto até a implantação no útero, uma série de fatores contribuem para as mudanças 

no padrão metabólico do embrião. Na fase pré-implantacional, o metabolismo 

oxidativo é a principal fonte de energia em embriões, na forma de ATP (Brinster, 1973 

citado por Leese, 2012). Com o avanço das primeiras clivagens, o consumo de 

oxigênio, que em princípio é baixo, torna-se crescente com a formação do blastocisto, 

refletindo a necessidade de aumentar a atividade da Na+K+ATPase para formação da 

blastocele e para síntese proteica do embrião (Donnay; Leese, 1999; Houghton et al., 

2003).  

Embriões em estágios iniciais de desenvolvimento, os quais ocorrem durante 

a passagem pelo oviduto, preferencialmente metabolizam ácidos tricarboxílicos, como 

piruvato e lactato (Biggers, 1967), ao passo que a mudança para o ambiente menos 

oxigenado do útero desencadeia um aumento do metabolismo de glicose, passando 

essa a ser uma importante fonte de energia para embriões após a fase de 

compactação (Thompson, 2000; Harvey, 2007). Fatores induzidos pela baixa tensão 

de O2 uterina atuam regulando a expressão de genes envolvidos com o aumento do 

metabolismo glicolítico e com a competência ao desenvolvimento durante essa fase 

(Harvey, 2007). O consumo de O2 aumenta significativamente com o durante a 

passagem pelo oviduto, e volta a diminuir após a entrada no útero e implantação do 

embrião, ao passo que o consumo de glicose, que é baixo durante o trajeto do embrião 

pelo oviduto, passa a aumentar quando o mesmo entra no ambiente uterino (Houghton 

et al., 1996). Já foi relatada a relação entre a expressão dos genes GLUT1 

(transportador de glicose 1) e G6PD (glicose-6-fosfato desidrogenase) e o aumento 

da atividade metabólica com o consumo de O2 em blastocistos com maior 

competência in vitro (Lopes et al., 2007). 

Embriões de mamíferos também possuem requisitos de aminoácidos 

essenciais e não essenciais para o seu pleno desenvolvimento. Os benefícios do 

suprimento de alanina e glicina em meios de cultivo in vitro já são conhecidos 

(Absalón-Medina; Butler; Gilbert, 2014). Metionina e lisina também são aminoácidos 

requeridos, envolvidos em processos epigenéticos importantes para a reprogramação 

do genoma embrionário, sendo a lisina também importante em diversas vias 
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metabólicas através da doação de esqueletos de carbono (Kwong et al., 2010; 

Monteiro et al., 2011). 

Ácidos graxos são uma potencial fonte de energia para o desenvolvimento 

embrionário (Kane, 1979). A maior parte dos lipídeos em oócitos de mamíferos é 

composta por triglicerídeos (25-35% por ácido palmítico, 22-26% por ácido oleico e 

14-16% por ácido esteárico) (McEvoy et al., 2000), sendo parte dessa reserva 

energética consumida ao longo da maturação e do desenvolvimento embrionário 

(Ferguson; Leese, 1999). Embora durante a fase de pré-compactação a via de 

utilização de carboidratos seja a principal fonte de ATP para o embrião, é possível 

observar que na ausência dos mesmos ocorre produção de energia via metabolização 

de ácidos graxos intracelulares, sem prejuízos nas taxas de embriões alcançando o 

estágio de blastocisto (Sutton-McDowall et al., 2012). O bloqueio experimental da via 

de β-oxidação em embriões durante o CIV resulta em bloqueio do desenvolvimento 

em embriões iniciais bovinos, porcinos e murinos, resultados que demonstram a 

importância dos ácidos graxos como fonte de energia no desenvolvimento inicial do 

embrião (Ferguson; Leese, 2006; Sturmey; Leese, 2007; Dunning et al., 2010). 

Entretanto, a via da β-oxidação requer a mobilização dos ácidos graxos das gotas 

lipídicas citoplasmáticas e o transporte dos mesmos através da membrana 

mitocondrial, ação que pode ser tornar limitada com a indisponibilidade de carnitina 

livre na célula (Sutton-McDowall et al., 2012).  

 

2.5 Técnicas de avaliação embrionária in vitro 

 

2.5.1 Avaliação morfocinética embrionária 

A avaliação da dinâmica do desenvolvimento é um método não invasivo para 

predizer viabilidade embrionária, amplamente utilizado em pesquisas in vitro. Após a 

fertilização in vitro, a ocorrência das primeiras clivagens mais precocemente foi 

correlacionada com melhores respostas de gestação em humanos (Shoukir et al., 

1997; Salumets et al., 2003). Estudo morfocinético de Meseguer et al. (2011) também 

correlacionou a precocidade das primeiras clivagens e do ciclo celular como um todo 

com alta viabilidade embrionária após a implantação, validando esse método de 

avaliação para classificação em embriões para transferência.  

O tempo de reexpansão de blastocele e as taxas de reexpansão e eclosão 

após reaquecimento de embriões submetidos à vitrificação também são utilizadas 
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como parâmetro de viabilidade e seleção embrionária (Vajta et al., 1996; Rizos et al., 

2003). Leoni et al. (2008) observaram que embriões ovinos que tiveram suas 

blastoceles reexpandidas dentro de 8h após o reaquecimento apresentaram maiores 

taxas de eclosão e de número de células totais em comparação com embriões mais 

tardios, o que pode ser traduzido por maior viabilidade embrionária após o 

reaquecimento. Em outro estudo com embriões ovinos produzidos in vitro em 

diferentes estágios de desenvolvimento, cerca de 70% dos embriões submetidos à 

vitrificação reexpandiram a blastocele dentro de 3h de CIV após o reaquecimento, 

resultados que foram correlacionados com alta viabilidade embrionária (dos Santos 

Neto et al., 2015). Apesar desses resultados, ainda é usual utilizar um período de 24 

e 48h para observação de reexpansão de blastocele e eclosão, respectivamente (Ha 

et al., 2015; Stinshoff et al., 2011; Vajta et al., 1998; Varago et al., 2014). 

A análise morfológica do desenvolvimento embrionário vem sendo utilizada 

ao longo do tempo para predizer a qualidade dos embriões e das condições de cultivo 

impostas a essas células (Dattena et al., 2004; Araújo-Lemos et al., 2014). Análises 

de número total de células, número de células apoptóticas, taxa de desenvolvimento 

pelo tempo de cultivo, taxa de reexpansão de blastocele após criopreservação, além 

de número de crias nascidas após transferência são bem estabelecidas, porém são 

medidas de inferência indireta da qualidade dos embriões sob determinado tratamento 

(Barnett; Bavister, 1996; Okada et al., 2002; Shirazi et al., 2010; Araújo-Lemos et al., 

2014; Oliveira et al.,2016).  

 

2.5.2 Técnicas de avaliação por coloração 

Com o avanço dos conhecimentos sobre a compartimentalização celular, foi 

possível a elaboração de sondas específicas para moléculas- ou organelas-alvo, de 

modo a permitir o avanço nas pesquisas levando em consideração a organização 

espacial dentro da célula (Barnett; Bavister, 1996). Existem atualmente uma 

diversidade de técnicas e produtos para se avaliar a qualidade de oócitos e embriões, 

de acordo com o objetivo do estudo. Protocolos com sondas fluorescentes que se 

ligam ao DNA, como o Hoechst 33342 ou DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole, 

dihydrochloride), já são bem estabelecidos e utilizados na rotina de muitas pesquisas 

em embriologia para contagem do número total de blastômeros, dados que são 

correlacionados com viabilidade embrionária (Albuz et al., 2010; Rose et al., 2013; 

Thomas et al., 2004). Ensaios de fluorescência que utilizam anticorpos primário e 



28 
 

secundário para marcar moléculas-alvo também são bem estabelecidos, como o 

ensaio com anticorpo para caspase-3, com objetivo de avaliar células que sofreram o 

processo de apoptose pela ação dessa enzima (Oliveira et al., 2016).  

Os protocolos de coloração podem ser realizados em combinação para 

realização de análises correlacionadas entre si. No protocolo com reação de TUNEL 

(terminal deoxinucleotil transferase uracil nick end labeling), que avalia apoptose 

celular, realiza-se uma etapa com Hoechst 33342 com objetivo de correlacionar o 

número total de células com o número de células em apoptose para cálculo do índice 

apoptótico (Paula-Lopes; Hansen, 2002; Sudano et al., 2011). Com o mesmo objetivo, 

uma etapa com Hoechst 33342 pode ser acrescentada no protocolo de 

imunofluorescência com caspase-3, com bons resultados (Oliveira et al., 2016). 

O objetivo da análise proposta determina o tratamento que as células 

receberão para realização do protocolo. Enquanto o tratamento prévio como 

paraformaldeído (PFA) é requisito para algumas técnicas de coloração (Franciosi et 

al., 2014; Caamaño et al., 2015; de Cesaro et al., 2015), análises funcionais 

necessitam que os parâmetros sejam avaliados na célula viva, geralmente sob 

condições de cultivo, como por exemplo os protocolos que avaliam atividade 

mitocondrial (Barnett et al., 1996; Dalcin et al., 2013). A atividade do potencial elétrico 

da membrana mitocondrial interna, a qual reflete a atividade dessa organela, pode ser 

mensurada através da incubação dos embriões por 15 min com a sonda fluorescente 

Rhodamine 123, diluída em meio de cultivo previamente equilibrado, sendo em 

seguida observados em microscópios de fluorescência ou Confocal (Barnett et al., 

1996). CellROX® Green é outro exemplo de sonda utilizada para avaliar indiretamente 

a atividade mitocondrial, cuja intensidade de fluorescência é emitida pela ligação dos 

reagentes ao DNA nuclear e mitocondrial, que apenas ocorre após oxidação na 

presença de espécies reativas de oxigênio (informações do fabricante). O protocolo 

com CellROX® Green, assim como Mitotracker® Red CMXRos (outra sonda que 

avalia atividade mitocondrial), requer a incubação das células vivas em meio de cultivo 

com a sonda, por aproximadamente 15 min, com posterior fixação em 

paraformaldeído, com avaliação realizada através de mensuração de intensidade de 

fluorescência emitida equivalente à quantificação de ROS intracelular (Dalcin et al., 

2013; de Assis et al., 2016; Ortega et al., 2016). Uma maneira indireta de avaliação 

metabólica, com o intuito de avaliar os estoques energéticos em embriões após um 

determinado tratamento, é a coloração de lipídeos intracelulares realizada através de 
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colorações como Sudan Black B (Sudano et al., 2011), BODIPY 493/503 (Sutton-

McDowall et al., 2012), Nile Red (Gajda et al., 2011; Accorsi et al., 2016) ou Oil Red 

O (Niu et al., 2015). 

 

2.5.3 Avaliação da expressão gênica em embriões 

Os métodos mais tradicionais de avaliação de qualidade embrionária, como 

análise morfológica sob estereomicroscópio, são ferramentas úteis e muito praticadas 

na produção de embriões, mas nem sempre correspondem à real qualidade dos 

embriões e sua competência ao desenvolvimento. Embriões morfologicamente 

semelhantes podem possuir diferentes potenciais de desenvolvimento devido a 

diferenças de ordem molecular (Jousan et al., 2008; Cánepa et al., 2014). Durante o 

processo pelo qual o oócito fertilizado inicia as primeiras clivagens e se desenvolve 

até o estágio de blastocisto, uma profunda mudança em nível molecular acontece, 

com o consumo do estoque de transcritos maternos ao passo que se dá o início da 

expressão do genoma embrionário (Telford; Watson; Schultz, 1990). Após a transição 

materno-zigótica, duas principais ondas de transcrição ocorrem: a transcrição de novo 

(ativação principal, onde ocorre uma onda de metilação de todo o DNA após prévia 

demetilação), e uma onda de transcrição menor, que precede a fase de transição 

mórula-blastocisto, a qual envolve genes relacionados a moléculas de adesão 

intercelular, à polarização de blastômeros e compactação, parâmetros de qualidade 

implantacional do blastocisto (revisado por Wang; Dey, 2006). Nessa fase, alterações 

na atmosfera do ambiente (Calder et al., 2011; Gaspar et al., 2015), no tipo ou meio 

de cultivo (Wrenzycki et al., 1999; Lee et al., 2001; Calder et al., 2011) ou o processo 

de criopreservação (Larman et al., 2011; Shaw et al., 2012) aos quais os embriões 

sejam submetidos podem alterar seu padrão de expressão gênica, podendo resultar 

em comprometimento da sua competência de gerar uma prenhez e vir à termo.  

A ferramenta de análise da expressão global gera um número elevado de 

informações valiosas, por traçar um mapa identificando os padrões de expressão 

gênica em uma determinada célula. Através dessa ferramenta, torna-se possível 

avaliar diferenças no padrão de expressão gênica entre embriões, possibilitando 

identificar possíveis vias alteradas em resposta ao mesmo tratamento ou a 

tratamentos diferentes (Mamo et al., 2006; Larman et al., 2011; Rekik; Dufort; Sirard, 

2011; Aksu et al., 2012; Saenz-de-Juano et al., 2012). Identificadas as vias de 

interesse, as análises de expressão de genes-alvo funcionam como ferramenta no 
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estudo de como os embriões respondem a determinado fator, seja um sistema de 

cultivo ou um fator de estresse, contribuindo com os conhecimentos sobre a fisiologia 

embrionária e permitindo o aprimoramento dos sistemas de produção de embriões 

(Shaw et al., 2012; Machado et al., 2013; Yoon et al., 2013). Comparando-se com a 

expressão de um gene que não é alterado pelo tratamento (chamado ‘gene 

endógeno’), e com um grupo de embriões fisiologicamente normais, é possível avaliar 

diferenças de expressão gênica entre grupos e o efeito na qualidade dos embriões 

sobre determinada condição (Sengodan et al., 2014). 

Estudos com embriões vem demonstrando alterações no padrão de 

expressão gênica causadas pelo processo de criopreservação (Mehaisen et al., 2015; 

Zhao et al., 2015). As principais alterações causadas pela vitrificação ocorrem em 

nível de expressão de genes relacionados à resposta ao estresse. Parte dos genes 

diferencialmente expressos em embriões in vivo vitrificados estão relacionados a 

resposta ao estresse oxidativo, citoesqueleto, transporte de íons e formação do 

sistema nervoso (Aksu et al., 2012). Essa análise permite selecionar de forma mais 

criteriosa embriões de linhagens mais resistentes, ou protocolos de vitrificação ou 

cultivo que causem menores alterações em nível de expressão gênica, aumentando 

a viabilidade e o sucesso na produção de crias nascidas. 
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3. JUSTIFICATIVA 

A ovinocultura vem mostrando seu potencial crescimento no estado do Rio de 

Janeiro, devendo-se isso à busca do produtor rural pela profissionalização da 

atividade com a adoção de tecnologias que trazem maior produtividade e 

rentabilidade. Avanços ainda são necessários, e as biotecnologias reprodutivas como 

a estimulação hormonal para produção de embriões in vivo representam potenciais 

ferramentas para esse progresso. Para melhor empregar tais técnicas e programar o 

calendário de parições e fornecimento de produtos ao mercado consumidor, o 

emprego das biotécnicas de criopreservação torna-se ímpar. Além de otimizar o uso 

de protocolos hormonais e materiais utilizados, é possível a preservação de material 

genético superior para estações com maior demanda de consumo e incrementar os 

programas de melhoramento genético em ovinos no estado do Rio de Janeiro. O 

presente trabalho, ao nosso conhecimento, é o único até o momento a testar a 

suplementação de LC no protocolo de vitrificação para a espécie ovina, o qual objetiva, 

além de elucidar as respostas fisiológicas de embriões ovinos produzidos in vivo a 

esse protocolo, aprimorar essa biotécnica de criopreservação resultando em maior 

aplicabilidade na cadeia produtiva de ovinos no Brasil. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito da suplementação de LC 

nas soluções de vitrificação ou reaquecimento sobre a sobrevivência de embriões 

ovinos da raça Santa Inês produzidos in vivo.  

 

4.2. Objetivos específicos 

 Avaliar os efeitos da suplementação de LC na solução de vitrificação ou de 

reaquecimento sobre taxas de reexpansão e eclosão de embriões cultivados in 

vitro por 72h após o reaquecimento; 

 Avaliar as concentrações de espécies reativas de oxigênio e número total de 

células em embriões vitrificados na presença e ausência de LC; 

 Avaliar o número de células apoptóticas e índice apoptótico em embriões 

vitrificados na presença e ausência de LC; 

 Avaliar o perfil de expressão de genes relacionados ao transporte mitocondrial 

de ácidos graxos (CPT1; CPT2; CrAT) e ao estresse oxidativo (PRDX1) em 

embriões vitrificados na presença ou ausência de LC, ou reaquecidos na 

presença ou ausência de LC. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

O presente projeto obteve aprovação do Comitê de Ética do Uso de Animais, 

número de protocolo 699, da Universidade Federal Fluminense, Niterói, RJ. 

A produção, colheita e vitrificação dos embriões do ensaio 1 foram realizadas 

na Unidade de Pesquisa em Caprinos e Ovinos (UniPECO) localizada na Fazenda 

Escola da Faculdade de Veterinária da UFF, em Cachoeiras de Macacu, RJ. Os 

embriões do ensaio 2 foram produzidos e vitrificados no Campo Experimental José 

Henrique Bruschi, Embrapa Gado de Leite (Coronel Pacheco, MG). 

As análises de sobrevivência embrionária após reaquecimento, de espécies 

reativas de oxigênio (ROS), do número total de células (NTC) e da expressão gênica 

foram realizadas no Laboratório de Reprodução Animal e de Genética Molecular da 

Embrapa Gado de Leite, localizados em Juiz de Fora – MG. As análises de NTC 

conjuntamente com índice apoptótico foram realizadas no Laboratório de Reprodução 

Animal do Campo Experimental Santa Mônica, Embrapa Gado de Leite (Valença, RJ). 

 

5.1 Ensaio 1 – Efeito da suplementação de L-carnitina na solução vitrificação de 

embriões ovinos produzidos in vivo 

 

5.1.1 Desenho experimental 

Para avaliar o efeito da suplementação de L-carnitina na solução de 

vitrificação de embriões ovinos produzidos in vivo, 25 ovelhas nulíparas da raça Santa 

Inês (11,9 ± 1,1 meses, ECC: 2,8 ± 0,3) foram submetidas a três sessões de 

estimulação hormonal ovariana, conforme o protocolo descrito no item 5.1.2. Os 

embriões em estágio de mórula (Mo); blastocisto inicial (Bi); blastocisto (Bl); 

blastocisto expandido (Bx) e blastocisto eclodido (Be), classificados como grau I e II 

foram divididos uniformemente em dois grupos experimentais, Controle (C1) e L-

carnitina (LC1) para vitrificação (Figura 1). Onze embriões foram congelados frescos 

para formar o grupo controle fisiológico (CF) para a análise de expressão gênica. O 

grupo C1 foi formado de embriões vitrificados conforme o protocolo descrito por 

Guignot et al. (2006) com pequenas modificações, enquanto que no grupo LC1, as 

soluções de vitrificação, seguindo o mesmo protocolo, foram suplementadas com 3,72 

mM de L-carnitina (Moawad et al., 2014). Após o reaquecimento, os embriões foram 

cultivados in vitro por 72h. As análises de taxa de reexpansão de blastocele foram 

realizadas nos momentos 24, 48 e 72h e as taxas de eclosão às 72h após 
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reaquecimento. Às 24h de CIV, uma amostra de embriões reexpandidos de cada 

grupo experimental foi retirados da placa e lavados três vezes na solução de PBS com 

0,1% de álcool polivinílico (PBS-PVA). Quinze embriões (8 de C1 e 7 de LC1) foram 

congelados para análise de expressão gênica em 1 µL de PBS-PVA e armazenados 

em criotubos a -80°C. Vinte e dois embriões (9 de C1 e 13 de LC1) foram submetidos 

à coloração in vivo para avaliação de ROS e número total de células. Os embriões 

restantes foram mantidos em placa de CIV para avaliação de sobrevivência, de 

número total de células e de apoptose às 72h de CIV. 

 

 

Figura 1 – Delineamento do ensaio 1: embriões produzidos in vivo foram vitrificados pelo 

protocolo de Guignot et al. (2006) sem suplementação (C1) ou com suplementação de L-

carnitina (LC1) na solução de vitrificação. Os embriões foram reaquecidos e cultivados in vitro 

por 72h. Análise para número total de células e espécies reativas de oxigênio (ROS) e 

congelamento para posterior análise de expressão de genes relacionados ao metabolismo 

mitocondrial e estresse oxidativo foram realizados às 24h de CIV em parte dos embriões 

reexpandidos. Os embriões restantes que alcançaram a reexpansão de blastocele foram 

fixados às 72h para análise de número de células e apoptose. 

 

 

5.1.2 Produção in vivo de embriões 

Vinte e cinco ovelhas nulíparas da raça Santa Inês (11,9 ± 1,1 meses, ECC: 

2,8 ± 0,3) foram submetidas a três sessões de estimulação hormonal ovariana, 

utilizando-se o cio base para início do protocolo (D0). Para sincronização prévia da 

emergência folicular, foi utilizado o protocolo proposto por Balaro et al. (2016), onde 

um implante vaginal contendo 60 mg de acetato de medroxiprogesterona 

(Progespon®, Zoetis, Campinas, São Paulo, Brasil) foi mantido por 6 dias; 24 horas 

antes da remoção do implante foram aplicadas 300 UI de eCG (Novormon®, Schering 
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Plough, São Paulo, Brasil) e 0,24 mg de cloprostenol sódico (Estron®, Tecnopec, São 

Paulo, Brasil). Trinta e seis horas após a remoção da esponja, os animais receberam 

25 µg de lecirelina (Gestran Plus®, Tecnopec, São Paulo, Brasil). A superovulação foi 

iniciada 80 h após a retirada da esponja. Foram utilizados 200 mg de FSH / por animal 

(Folltropin®, União Química Farmacêutica Nacional S/A, São Paulo, Brasil) em seis 

doses decrescentes a cada 12 horas (50/50, 30/30, 20/20 mg). Na última dose de 

FSH, realizou-se a aplicação de 0,24 mg de cloprostenol (Estron®, Agener União, São 

Paulo, Brasil) e, 24 horas após, 0,025 mg de lecirelina (Gestran Plus®, Tecnopec, São 

Paulo, Brasil). Em paralelo, na primeira dose de FSH uma nova esponja (Progespon®, 

Zoetis, Campinas, São Paulo, Brasil) foi inserida e removida na penúltima dose deste 

hormônio. Após a última dose de FSH foi realizada a monta natural controlada, com 

macho reprodutor da mesma raça, a cada 12 horas.  

As colheitas dos embriões foram realizadas por laparotomia entre os dias 6 e 

7 de desenvolvimento embrionário. Os animais foram submetidos à anestesia geral 

para realização do procedimento cirúrgico de coleta. Para medicação pré-anestésica 

foram administrados via intravenosa (IV) 0,1 mg/Kg de acepromazina (Acepran®, 

Vetnil, Louveira, São Paulo, Brasil) e 0,3 mg/Kg de diazepam (Diazepam®, Teuto, 

Anápolis, Goiás, Brasil) acrescida de 0,4 mg/Kg de morfina (Dimorf®, Cristália, Itapira, 

São Paulo, Brasil) por via IM. A indução anestésica foi realizada com 6 mg/Kg de 

cetamina (Cetamin®, Syntec, Cotia, São Paulo, Brasil) e 1 mg/Kg de propofol 

(Provive®, Claris, Barueri, São Paulo, Brasil) por via IV. Para manutenção anestésica 

foi utilizado o anestésico inalatório isoflurano (Isoforine®, Cristália, Itapira, São Paulo, 

Brasil). Laparotomia foi realizada para acesso aos cornos uterinos, nos quais foram 

realizadas incisões para realização da lavagem interna com PBS suplementado com 

2% de soro fetal bovino (SFB). O lavado uterino foi acondicionado em tubos cônicos 

de 50 mL e transportados ao laboratório, para triagem e classificação morfológica dos 

embriões obtidos. 

Os embriões obtidos foram submetidos à classificação quanto ao estádio de 

desenvolvimento e qualidade, de acordo com os parâmetros estabelecidos pela IETS, 

antes da distribuição nos grupos experimentais. Os embriões em estágio de mórula 

(Mo); mórula compacta (Mc), blastocisto inicial (Bi); blastocisto (Bl); blastocisto 

expandido (Bx) e blastocisto em eclosão/eclodido (Be) classificados como grau I e II 

foram agrupados quanto ao estádio de desenvolvimento, e uniformemente distribuídos 

dentro dos grupos experimentais. 
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Foram recuperadas, em três sessões, 203 estruturas, das quais 164 foram 

embriões viáveis, com uma taxa de 80,78% de embriões viáveis produzidos neste 

ensaio. Destes, 25,61% (42/164) foram classificados como mórula, 42,68% (70/164) 

como mórula compacta, 11,58% (19/164) como blastocisto inicial, 10,97% (18/164) 

como blastocisto, 7,31% (12/164) como blastocisto expandido e 1,83% (3/164) como 

blastocisto eclodido. Ainda, 19,21% das estruturas (39/203) foram consideradas como 

estruturas não viáveis (oócitos não fecundados, zona pelúcida ausente de embrião ou 

embriões degenerados). Os dados de produção e classificação dos embriões 

coletados encontram-se apresentados na Tabela 1.  

 

Tabela 1 – Número total de estruturas recuperadas por laparotomia e classificação morfológica de 

embriões de acordo com o estágio de desenvolvimento   

Mês da 

colheita 

Recuperados 

(n) 

TV 

(n) 

TNV 

(n) 

Mo 

(n) 

Mc 

(n) 

Bi 

(n)  

Bl 

(n) 

Bx 

(n) 

Be 

(n) 

Março 127 105 22 32 38 14 8 10 3 

Maio 45 31 14 3 18 4 6 0 0 

Junho 31 28 3 7 14 1 4 2 0 

TOTAL 

n (%) 

203 164 

(80,78)* 

39 

(19,21)* 

42 

(25,61)** 

70 

(42,68)** 

19 

(11,58)** 

18 

(10,97)** 

12 

(7,31)** 

3 

(1,83)** 

Abreviaturas: Mo (mórula); Mc (mórula compacta); Bi (blastocisto inicial); Bl (blastocisto); Bx (blastocisto 
expandido); Be (blastocisto em eclosão/eclodido); TV (total de estruturas recuperadas viáveis); TNV (total de 
estruturas recuperadas não viáveis). * (n*100)/n total recuperado. **(n*100)/n viáveis 

 

 

5.1.3 Vitrificação e reaquecimento dos embriões 

Foram utilizados dois crioprotetores, glicerol (G) e etilenoglicol (EG) em três 

soluções: (i) solução 1 (10% G); (ii) solução 2 (10% G e 20% EG); e (iii) solução 3 

(25% G, 25% EG e 1 M sacarose). Em grupos de dois, os embriões passaram por 

duas lavagens em meio base OCM [Ovum culture medium, 20% new born calf serum 

(NBCS) em PBS], em seguida foram transferidos para gota de 100 µL da solução 1 

onde permaneceram por 5 min, sendo então transferidos para gota com solução 2 por 

mais 5 min. Durante esse tempo, a palheta foi preparada com uma coluna de 5 cm de 

solução galactose 0,85 M, uma coluna de ar e uma 0,5 cm de solução 3. Os embriões 

foram transferidos para solução 3 e imediatamente envasados em uma coluna de 1 

cm dessa solução, seguida por uma coluna de 0,5 cm de ar, completando-se a palheta 
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com solução de galactose 0,85 M. As palhetas foram imersas em N2 líquido. O tempo 

entre a transferência para a solução 3 e o N2 não excedeu 30 segundos. 

Antes do envase, as palhetas foram identificadas com números sequenciais e 

em ficha própria os respectivos números foram identificados com data do 

procedimento e conteúdo (número de embriões e classificação dos mesmos). Todas 

as palhetas foram armazenadas em botijão com N2 líquido, em canecas e raques 

previamente identificados, até a realização das análises. 

No reaquecimento, as palhetas foram retiradas uma a uma do botijão, 

deixadas ao ar por 5 segundos e por 15 segundos em banho-maria a 22°C. O 

conteúdo da palheta foi depositado em placa vazia e homogeneizado imediatamente, 

aguardando-se 5 min em temperatura ambiente. Os embriões foram aspirados com o 

mínimo possível desse meio e transferidos para placa contendo 2 mL de OCM, 

aguardando-se 5 min em temperatura ambiente, após os quais foram lavados em 

OCM a 39°C. 

 

5.2 Ensaio 2 – Efeito da suplementação com L-carnitina na solução de 

reaquecimento de embriões ovinos produzidos in vivo 

 

5.2.1 Desenho experimental 

Para avaliar o efeito da suplementação de L-carnitina na solução de 

reaquecimento de embriões ovinos produzidos in vivo, 26 ovelhas da raça Santa Inês 

foram submetidas a protocolo de estimulação hormonal ovariana, conforme o 

protocolo descrito no item 5.2.2. Os embriões obtidos e classificados nos graus I, II e 

III foram submetidos à vitrificação segundo protocolo de Gibbons et al. (2011), com 

pequenas modificações. Onze embriões foram congelados frescos para formar o 

grupo controle fisiológico (CF) para análise de expressão gênica. Para o 

reaquecimento, os embriões foram homogeneamente divididos nos grupos controle 

(C2), reaquecimento sem suplementação, e L-carnitina (LC2), com suplementação de 

3,72 mM de LC nas soluções de reaquecimento. Após o reaquecimento, os embriões 

foram cultivados in vitro por 72h (Item 5.3). As análises de taxa de reexpansão de 

blastocele foram realizadas nos momentos 24, 48 e 72h e as taxas de eclosão às 72h 

após reaquecimento. Dezoito embriões reexpandidos (6 embriões do grupo C2 e 12 

do grupo LC2) foram retirados da placa de CIV às 24h de cultivo, lavados três vezes 

na solução de PBS com 0,1% de álcool polivinílico (PBS-PVA), e congelados a -80°C 
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para análise de expressão gênica. Os embriões restantes foram mantidos em placa 

de CIV para avaliação de sobrevivência às 72h. 

 

 
Figura 2 – Delineamento do ensaio 2: embriões produzidos in vivo previamente vitrificados 

pelo protocolo de Gibbons et al. (2011) foram reaquecidos sem suplementação (C2) ou com 

suplementação de 3,72 mM de L-carnitina (LC2) nas soluções de reaquecimento e cultivados 

in vitro por 72h. Congelamento para posterior análise de expressão de genes relacionados ao 

metabolismo mitocondrial e estresse oxidativo foi realizado às 24h de CIV em parte dos 

embriões reexpandidos. Os embriões restantes foram cultivados até às 72h para análise de 

sobrevivência. 

 

 

5.2.2 Produção in vivo de embriões 

Vinte e seis ovelhas da raça Santa Inês receberam esponjas com 60 mg de 

acetato de medroxiprogesterona (Progespon®, Zoetis, Campinas, São Paulo, Brasil) 

por 6 dias. Às 24 h antes da remoção das esponjas, foram administrados 300 UI de 

eCG (Novormon 500®, Syntex, Buenos Aires, Argentina) IM e 37,5 µg de cloprostenol 

(Prolise®, Tecnopec, São Paulo, Brasil) laterovulvar. Após remoção da esponja, o 

estro foi monitorado a cada 12 h e as fêmeas consideradas em estro foram colocadas 

para monta natural com reprodutores da mesma raça. A colheita dos embriões foi 

realizada no D7 de desenvolvimento, por via transcervical, os quais foram 

classificados quanto à qualidade e estágio de desenvolvimento. 

 

5.2.3 Vitrificação e reaquecimento dos embriões 

Após a coleta e classificação os embriões foram mantidos por 20 min a 

temperatura ambiente no meio base (MB), consistindo de PBS suplementado com 

20% de SFB. Para vitrificação, os embriões foram expostos a três diferentes soluções, 

compostas por diferentes concentrações de crioprotetores no MB: solução 1 (MB + 
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10% G) por 5 min; solução 2 (MB + 10% G e 10% EG) por 5 min e solução 3 (MB + 

25% G e 25% EG) por 30 seg. Durante os 30 seg na solução 3, os embriões foram 

aspirados em 1 µL dessa solução em ponteiras de 10 µL, as quais foram desacopladas 

da micropipeta e imersas em N2 líquido. Em seguida, as ponteiras contendo os 

embriões foram armazenadas em criotubos previamente identificados, com orifício na 

tampa para permitir o contato da ponteira com o N2 líquido durante o período de 

estocagem em botijão de N2.  

Para o reaquecimento, as ponteiras foram retiradas dos criotubos e suas 

pontas foram diretamente mergulhadas na solução 1 de reaquecimento (S1) composta 

de MB acrescido de 12,5% de G, 12,5% de EG e 0,5 M sacarose por 5 min em 

temperatura ambiente. Decorrido este tempo, os embriões foram recuperados e 

transferidos para S2 (meio base OCM com 0,5 M sacarose) por 5 min; então 

transferidos para S3 (OCM com 0,25 M sacarose) por mais 5 min e por fim lavados 

em OCM a 39°C. No grupo LC2, todas as três soluções foram suplementadas com 

3,72 mM de LC. 

 

5.3 Cultivo in vitro (CIV) e análise de taxa de sobrevivência 

Procedeu-se o mesmo protocolo de CIV para os ensaios 1 e 2. Ao final do 

reaquecimento, os embriões foram transferidos para gotas de 50 µL de meio CR2 

(Wilkinson et al., 1996) para CIV em estufa incubadora a 38,5°C, 5% de CO2, 5% de 

O2 em umidade máxima. O meio CR2 é composto por CR2 estoque (108 mM de NaCl, 

3 mM de KCl, 26 mM de bicarbonato, 10 mM de glicina, 1 mM de alanina, 1 mM de 

glutamina e 4,3 mM de hemi cálcio lactato em água Milli-Q) suplementado com 0,36 

mM de piruvato de sódio, 10 µL de antibiótico, 0,01 g de albumina sérica bovina (BSA), 

100 µL de Minimum Essential Eagle Medium (MEM), 200 µL de Basal Eagle Medium 

(BME) e 2,5% de soro fetal bovino (SFB). As análises das taxas de reexpansão de 

blastocele foram realizadas nos momentos 24, 48 e 72h e as taxas de eclosão às 72h 

após reaquecimento.  

 

5.4 Avaliação dos níveis de ROS e do NTC às 24h de CIV 

A análise dos níveis intracelulares de ROS por protocolo de coloração com 

CellROX Green se dá através de mensuração da intensidade de fluorescência emitida 

pela ligação dos reagentes do CellROX Green ao DNA nuclear e mitocondrial, que 

apenas ocorre após oxidação na presença de ROS. No ensaio 1, a avaliação do 
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número total de células (NTC) e ROS foi realizada através das colorações com 

Hoechst 33342 e CellROX Green (ambos Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Os 

embriões foram retirados da placa de CIV às 24h de cultivo, passaram por lavagem 

em PBS com 0,1% PVA e foram transferidos para poço contendo PBS-PVA com 

CellROX Green (10 mM) e Hoechst 33342 (2,5 µM) por 30 min em ambiente protegido 

de luz. Após esse período, os embriões foram submetidos a três lavagens em PBS-

PVA e fixados por 30 min em solução PFA 4%. Após a fixação, os embriões foram 

novamente lavados em PBS-PVA, e dentro de 24h foram avaliados em microscópio 

de fluorescência. Para isso os mesmos foram dispostos em lâminas e cobertos com 

lamínulas, avaliados em microscópio de fluorescência Olympus BX53, com 

comprimento de onda de excitação/emissão de 350/461 para Hoechst e 485/520 para 

CellROX Green. As imagens foram capturadas com câmera Olympus DP73 acoplada 

ao mesmo microscópio. O NTC foi avaliado manualmente através da contagem dos 

blastômeros corados com Hoechst (em azul), enquanto que a avaliação de ROS foi 

realizada através de mensuração da intensidade de fluorescência verde (CellROX 

Green) através do programa ImageJ. Para o cálculo da intensidade de fluorescência, 

foi utilizada a equação do programa de Real-Time. 

 

5.5 Avaliação do índice apoptótico e do NTC às 72h de CIV 

Às 72h de CIV, oito embriões do ensaio 1 (4 por grupo avaliado) que 

permaneceram na placa de CIV e que alcançaram a reexpansão da blastocele, 

mostrando portanto sinais de viabilidade, foram avaliados quanto ao NTC por 

coloração com Hoechst 33342, e número de células apoptóticas através do protocolo 

de coloração por imunofluorescência com caspase-3. A contagem de células foi 

realizada manualmente, e o cálculo do índice apoptótico foi realizado através da 

equação (n células apoptóticas*100)/NTC. Para isso, os embriões foram fixados em 

PFA 4% às 72h de CIV e armazenados a 10°C até a realização dos protocolos de 

coloração. Os embriões passaram por permeabilização de membrana plasmática com 

0,5% Triton em PBS por 30 min em placa de 4 poços, seguido por três lavagens de 

10 min cada em solução 0,2% Tween em PBS. Foi realizado o bloqueio dos sítios 

inespecíficos durante por 1h em solução 3% BSA em PBS e incubação overnight (12h) 

com anticorpo primário anti-caspase 3 (rabbit) (Sigma C8487, 1:20 em PBS) em 

geladeira. Na manhã seguinte, os embriões passaram por 3 lavagens (10 min/cada) 

em solução 0,2% Tween em PBS, seguidas de novo bloqueio de sítios inespecíficos 
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por 1h. Foi realizada então incubação com anticorpo secundário Alexa Fluor 555 (goat 

anti-rabbit IgG; 1:400 em PBS) (Molecular Probes, Eugene. OR, USA) em PBS por 2h 

em ambiente protegido de luz. Após esse período, os embriões passaram por mais 

três lavagens, protegidos de luz, em solução 0,2% Tween em PBS por 10 min cada. 

Na última lavagem, foi adicionado Hoechst 33342 (1:50) à solução de lavagem. Foi 

observada a eficiência das colorações em microscópio de fluorescência Nikon Eclipse 

TS100, na própria placa de 4 poços. Os embriões foram montados em lâmina e 

cobertos por lamínula, e as imagens foram capturadas por câmera digital DCM510 

(Alltion, Guangxi, China) acoplada ao mesmo microscópio. Os comprimentos de onda 

de excitação/emissão foram de 350/461 para Hoechst e de 555/565 para o anticorpo 

secundário. 

 

5.6 Análise da expressão de genes associados ao metabolismo mitocondrial 

A extração do RNA total foi realizada em 3 pools de 5 embriões/grupo para os 

grupos do ensaio 1 e CF e 1 pool de 5 embriões/grupo para o ensaio 2, utilizando 

RNeasy Micro kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) de acordo com as instruções do 

fabricante, e tratado com DNase. O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado 

utilizando o kit Superscript III First-strand supermix (Invitrogen, Carlsband, CA, USA) 

e um primer hexâmero aleatório, de acordo com as instruções do fabricante. A 

quantificação do cDNA de cada pool por grupo foi realizada utilizando 1µL da amostra 

e espectrofotômetro ND-100 (NanoDrop Products, Wilmington, DE, USA), e a 

qualidade estimada numa razão 260/280. As amostras contiveram entre 5-10 ng/mL 

de cDNA. A quantificação relativa foi realizada em triplicata utilizando a técnica de 

PCR em tempo real (ABI Prism1 7300, Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) e as 

reações utilizando o mix Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystem), 

400 ng de cDNA, água livre de nuclease e os primers específicos para cada reação. 

As reações de PCR consistiram das seguintes etapas: desnaturação do cDNA a 95°C 

for 10 minutos; seguida por 45 ciclos de: 95°C por 15 seg para abertura da fita, 

temperatura de anelamento de cada primer específico por 30 seg e síntese da nova 

fita a 60°C por 30 seg. Como controles negativos foram preparadas reações em que 

o cDNA foi omitido durante a reação de amplificação. Após cada corrida de PCR, uma 

análise da curva de Melting foi realizada para confirmar a geração de um único produto 

específico. As sequências dos primers utilizados e o tamanho dos fragmentos 

amplificados para todos os transcritos estão demonstrados no Tabela 2. A eficiência 
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dos primers para cada reação foi determinada pelo software LinRegPCR®, 

considerada no cálculo da quantificação relativa, e foram: 1,95 (CPT1); 1,97 (CPT2); 

2,00 (PRDX1); 1,98 (CrAT); e 1,95 (ACTB). O coeficiente de variação do gene 

endógeno (housekeeping) foi de 1,7%. A análise dos resultados do PCR quantitativo 

foi realizada utilizando o software REST®, sendo os resultados expressos relativos a 

um calibrador. Para avaliação da expressão foi utilizado como calibrador embriões 

frescos no estágio de blastocisto. Deste modo, os dados obtidos foram expressos 

como N vezes relativas ao tratamento calibrador. 

 

Tabela 2 – Sequência de primers específicos utilizados na análise da expressão gênica de 

embriões ovinos submetidos à suplementação com L-carnitina na solução de vitrificação ou 

reaquecimento 

Produto Sequência 5’-3’ do primer 
Temperatura 

de ligação 

Tamanho do 

produto 

N° acesso 

GenBank/ 

Referência 

CPT1 
F CGACTGGTGGGAGGAATACA 

R TGCGTCTGTAAAGCAGGATG 

60°C 155 pb Sharma et al. 

(2012) 

CPT2 
F TTGTGCCTTCCTTCCTGTCT 

R GAGGTGTCTGGCCTTGTCAA 

60°C 149 pb Sharma et al. 

(2012) 

CrAT 
F GTTCAGCAGGACCAAGAAGC 

R TGCAGTGACGAGTTCCAGAC 

60°C 150 pb Sharma et al. 

(2012) 

PRDX1 
F CAAAGCAACAGCTGTTATGC 

R GAGAATCCACAGAAGCACC 

60°C 197 pb Sengodan et al. 

(2014) 

ACTB 
F GGAAATCGTGCGTGACATTAAG 

R TGTGTTGGCGTAAGGTCTTTG 

60°C 273 pb NM 001101.3 

Abreviaturas: CPT1: carnitine palmitoyltransferase 1; CPT2: carnitine palmitoyltransferase 2; PRDX1: 
peroxiredoxin 1; CrAT: carnitine O-acetyltransferase; ACTB: Homo sapiens actin beta. 

 

 

5.7 Análise estatística 

As médias das taxas de reexpansão de blastocele e eclosão foram 

comparadas pelo teste de Qui-Quadrado. As médias de número total de células, 

células apoptóticas, índice apoptótico e intensidade de fluorescência foram 

comparadas pelo teste t de Student.  As análises estatísticas foram realizadas 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=168480144
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utilizando software GraphPad Prisma 5.6, sendo considerado nível de significância de 

5% (p< 0,05). 

 



44 
 

6. RESULTADOS 

 

6.1 Ensaio 1 

 

6.1.1 Taxas de sobrevivência após reaquecimento 

Foram vitrificados 154 embriões, sendo 73 embriões no grupo C1 e 81 

embriões em LC1. Os resultados da análise de sobrevivência, avaliados através das 

taxas de reexpansão de blastocele e eclosão dos grupos C1 e LC1 encontram-se 

apresentados na Tabela 3. Não foi observada diferença (p> 0,05) nas taxas de 

reexpansão de blastocele entre o grupo LC1 e o grupo C1. Resultado similar (p> 0,05) 

também foi observado para as taxas de eclosão. 

Dos 154 embriões vitrificados, houve recuperação de 106 embriões no 

reaquecimento (68,83%) devido à ruptura de algumas palhetas durante a imersão em 

N2 líquido na primeira sessão de vitrificação. Em três sessões foram reaquecidos e 

cultivados in vitro 43 embriões em C1 e 63 embriões em LC1. Uma contaminação em 

placa de CIV durante a segunda sessão resultou na perda de 10 embriões em C1 e 

21 em LC1, com isso, para o cálculo das taxas de sobrevivência de LC1 foram 

considerados os dados da primeira sessão, sendo os embriões da última sessão 

destinados à análise de ROS.  

 
 

Tabela 3 – Capacidade de desenvolvimento após a vitrificação (indicadas através de taxas 

de reexpansão de blastocele e de eclosão) de embriões ovinos vitrificados na presença de L-

carnitina  

Grupos n 

Taxa de reexpansão de blastocele  

Taxa de 

eclosão* 

% (n) 

24h 

% (n) 

48h 

% (n) 

72h 

% (n) 

C1 41 41,46 

(17/41) 

53,12 

(17/32) 

68,75 

(22/32) 

9,37  

(3/32) 

LC1 40 50,00  

(20/40) 

68,18 

(15/22) 

81,81 

(18/22) 

13,64  

(3/22) 

Legenda: C1 (Controle 1); LC1 (grupo L-carnitina 1) 
*Avaliação realizada às 72h de CIV. 

 

 



45 
 

6.1.2 Níveis de ROS intracelular e NTC às 24h de CIV; número de células apoptóticas, 

índice apoptótico e NTC às 72h 

A representação dos embriões em estágio de blastocisto dos grupos C1 e LC1 

corados com Hoechst e CellROX Green são apresentados na Figura 4. Blastocistos 

vitrificados na presença de L-carnitina apresentaram níveis intracelulares de ROS 

similar (p = 0,0991) aos blastocistos vitrificados sem suplementação (890,04 ± 844,94 

vs. 858,29 ± 683,76 unidades arbitrarias de fluorescência; Figura 3).  

Na avaliação do NTC no momento 24h de CIV, realizada através da contagem 

manual dos blastômeros corados em azul (Figura 4), as médias para C1 e LC1 foram, 

respectivamente, 89 ± 22 e 82,2 ± 28 células, sem diferença entre os grupos (p> 0,05) 

(Figura 6A). 

 

 

Figura 3 – Níveis de ROS intracelulares (em unidades arbitrárias) em embriões dos 

grupos C1 e LC1, avaliados por intensidade de fluorescência emitida após coloração 

in vivo com CellROX Green às 24h de CIV após reaquecimento (p> 0,05) 
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Figura 4 – Imagens representativas dos embriões do grupo C1 (vitrificação sem 

suplementação) e LC1 (vitrificação suplementada com 3,72 mM de LC) após protocolo 

de coloração para avaliação do número total de células (em azul) e de ROS (em verde) 

às 24h de CIV após reaquecimento. 

 

As imagens representativas do NTC e células apoptóticas às 72h após 

reaquecimento dos embriões dos grupos C1 e LC1 estão representadas na Figura 5. 

Na avaliação dos embriões fixados às 72h de CIV, não foi observada diferença (p> 

0,05) no NTC entre C1 (86 ± 19,9) e LC1 (68 ± 25,2) (p> 0,05) (Figura 6A). O número 

de células apoptóticas e índice apoptótico foram 3,75 ± 1,48 e 4,37% para C1 e 4,50 

± 4,72 e 5,23% para LC1, números que não apresentaram diferença (p> 0,05) entre 

os grupos avaliados (Figura 6B). 
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Figura 5 – Imagens representativas dos embriões do grupo C1 (vitrificação sem suplementação) 

e LC1 (vitrificação suplementada com 3,72 mM de LC) após protocolo de coloração para 

avaliação do número total de células (em azul) e de células apoptóticas (em vermelho), com 

sobreposição de imagens (merge) às 72h de CIV após reaquecimento. 

 

 

 

Figura 6 – (A) Número total de células (NTC; n) às 24 e 72h de CIV; (B) número de células 

apoptóticas (n) e índice apoptótico (%) em embriões dos grupos C1 (Controle 1) e LC1 (L-

carnitina 1), avaliados através de protocolo com Hoechst 33342 e pela técnica de 

imunofluorescência com caspase-3 (p> 0,05) 



48 
 

 

 

6.1.3 Expressão de genes associados ao metabolismo mitocondrial e stress oxidativo 

O resultado da expressão dos genes relacionados ao metabolismo 

mitocondrial (CPT1, CPT2 e CrAT) e estresse oxidativo (PRDX1) dos embriões 

vitrificados (grupos C1 e LC1) foram comparados com embriões frescos (CF; Figura 

7). As abundâncias relativas de transcritos de CPT1 e CPT2 não apresentaram 

diferença entre embriões dos grupos C1 e LC1 e embriões frescos. Entretanto, a 

expressão de CrAT foi down-regulada (p< 0,05) nos embriões do grupo C1, enquanto 

que não houve diferença (p> 0,05) na expressão relativa desse gene entre embriões 

LC1 e CF. A expressão de PRDX1 foi down-regulada (p< 0,05) nos embriões 

vitrificados (grupos C1 e LC1) em comparação aos embriões frescos (Figura 7). 

 

 

Figura 7 – Expressão relativa dos genes carnitine palmytoil transferase 1 (CPT1), carnitine 

palmytoil transferase 2 (CPT2), carnitine O-acetyltransferase (CrAT) e peroxiredoxin 1 

(PRDX1) em embriões ovinos vitrificados (C1 e LC1) às 24h de CIV após reaquecimento. 

CF: embriões frescos. (*) up-regulado;  (**) down-regulado (p< 0,05). 
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6.2 Ensaio 2 

 

6.2.1 Taxas de sobrevivência após reaquecimento 

Os resultados de sobrevivência do ensaio 2, avaliados através das taxas de 

reexpansão de blastocele e eclosão, encontram-se apresentados na Tabela 4. Apesar 

do aumento de 13,90, 13,73 e 16,22%, na taxa de reexpansão de blastocele 

promovido pela suplementação de L-carnitina na solução de reaquecimento às 24, 48 

e 72h, respectivamente, não foi observada diferença (p> 0,05) entre o grupo LC2 e o 

grupo C2. Resultado similar (p> 0,05), também foi observado para as taxas de 

eclosão. Neste parâmetro, embora tenha sido observado um aumento de 11,59% às 

72h no grupo LC2 em comparação ao grupo C2, não houve diferença entre os grupos 

avaliados (p> 0,05). 

 

Tabela 4 – Capacidade de desenvolvimento e sobrevivência após vitrificação (indicadas 

através de taxas de reexpansão de blastocele e de eclosão) de embriões ovinos submetidos 

à suplementação com L-carnitina nas soluções de reaquecimento 

Grupos n 

Taxa de reexpansão de blastocele  

Taxa de 

eclosão* 

% (n) 

24h 

% (n) 

48h 

% (n) 

72h 

% (n) 

C2 33 27,27  

(9/33) 

33,33 

(11/33) 

48,48 

(16/33) 

6,06  

(2/33) 

LC2 34 41,17 

(14/34) 

47,06 

(16/34) 

64,70 

(22/34) 

17,65  

(6/34) 

Legenda: C2 (Controle 2); LC2 (grupo L-carnitina 2) 
*Avaliação realizada às 72h de CIV 

 

 

6.2.2 Expressão de genes associados ao metabolismo mitocondrial 

De forma semelhante ao ensaio 1, neste ensaio também foi avaliada a 

expressão dos genes relacionados ao metabolismo mitocondrial e estresse oxidativo. 

Os resultados da abundância relativa de RNAm de embriões vitrificados (grupos C2 e 

LC2) foram comparados com os de embriões frescos (CF) também produzidos in vivo 

(Figura 8). Similar ao ensaio 1, não foi observada diferença (p> 0,05) na abundância 

relativa de RNAm de CPT1 e CPT2 nos embriões vitrificados (C2 e LC2) em 
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comparação com embriões CF. Entretanto, a expressão de CrAT foi up-regulada (p< 

0,05) no grupo C2 e down-regulada (p< 0,05) no grupo LC2 em comparação com o 

grupo CF. Não foi observada diferença (p> 0,05) na expressão de PRDX1 entre os 

embriões LC2 e CF, entretanto, a abundância desses transcritos foi up-regulada no 

grupo C2 em comparação à CF (Figura 8). 

 

 

Figura 8 – Expressão relativa dos genes carnitine palmytoil transferase 1 (CPT1), carnitine 

palmytoil transferase 2 (CPT2), carnitine-O-acetyltransferase (CrAT) e peroxiredoxin 1  

(PRDX1) em embriões ovinos vitrificados (C2 e LC2) às 24h de CIV após reaquecimento. 

CF: embriões frescos. (*) up-regulado; (**) down-regulado (p< 0,05) 
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7. DISCUSSÃO 

No presente estudo, foi avaliado o efeito da suplementação de LC no protocolo 

de vitrificação para avaliar seus efeitos sobre o metabolismo, a qualidade e a 

sobrevivência após reaquecimento em embriões ovinos da raça Santa Inês 

produzidos in vivo. Os resultados de sobrevivência do ensaio 1 demonstraram que 

não houve diferença entre os grupos C1 e LC1, mesmo tendo sido observado um 

incremento torno de 10% nas taxas de reexpansão de blastocele e de 4,27% na taxa 

de eclosão no grupo suplementado com LC em relação ao grupo controle, resultado 

que justifica o emprego da LC em protocolos de vitrificação de embriões ovinos em 

função do custo/benefício e da facilidade prática de adoção dessa estratégia. O 

mesmo padrão de resultados observados no ensaio 1 se repetiu no ensaio 2. A 

suplementação com LC na solução de reaquecimento resultou em aumento em torno 

de 14% nas taxas de reexpansão de blastocele e de 11% na taxa de eclosão no grupo 

LC2 quando comparado ao grupo controle. Apesar da ausência de diferença nesses 

resultados, esses dados também foram observados em um número restrito de 

embriões, e justificam o emprego da LC nesse tipo de protocolo ao se considerar esse 

incremento sob a perspectiva de utilização em um número elevado de embriões 

vitrificados.  

Os protocolos de vitrificação e as estratégias de suplementação com LC foram 

diferentes entre os ensaios deste estudo. O protocolo segundo Guignot et al. (2006) 

utiliza palhetas de 0,25 mL como dispositivo, com duas colunas de solução de 

galactose separadas por colunas de ar daquela que contém os embriões em solução 

de vitrificação, em um método semifechado. Esse protocolo tem por objetivo 

possibilitar a transferência direta às receptoras, com taxas de prenhez semelhantes 

ao método convencional de transferência (Guignot et al., 2006), no qual os embriões 

passam por uma etapa de lavagem para retirada dos crioprotetores antes de serem 

transferidos às receptoras. Para contornar o problema do volume maior de solução no 

qual os embriões são vitrificados, existe a adição de sacarose na terceira solução de 

vitrificação, com o objetivo de aumentar a velocidade de desidratação das células e 

minimizar a absorção de crioprotetores pelas mesmas, diminuindo sua toxicidade 

(Kasai et al., 1990). A escolha de suplementar esse método de vitrificação teve por 

objetivo avaliar se a LC traria benefícios à sobrevivência dos embriões em protocolo 

que permite a transferência direta, facilitando o manejo e o emprego da biotécnica de 

vitrificação na rotina de campo. Diferenças são observadas entre esse tipo de 
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suplementação e os métodos mais usuais de utilização da LC. A maioria dos trabalhos 

que demonstram os benefícios da suplementação com LC, na mesma dosagem usada 

neste estudo, utilizam-na por longos períodos (Sutton-McDowell et al., 2012; 

Chankitisakul et al., 2013; Ghanem et al., 2014; Baldoceda et al., 2015; Calò et al., 

2016), ao passo que no protocolo deste estudo, os embriões estiveram em contato 

efetivamente com a LC por aproximadamente 16 minutos. Dosagens maiores que 5 

mM de LC por períodos maiores que 12h demonstram ter efeito deletério sobre as 

células (Wu; Zan, 2012; Li et al., 2012; Wang et al., 2016). O estudo de Moawad et al. 

(2014) utilizou a mesma dosagem de LC que a do presente estudo (3,72 mM) no 

protocolo de vitrificação de oócitos murinos em estágio de vesícula germinativa, 

entretanto com o emprego da mesma dosagem na MIV após o reaquecimento, 

resultando em maior taxa de oócitos com fuso mitótico normal e com maior atividade 

mitocondrial. No presente estudo, diferentemente de estudos prévios que utilizam a 

LC em cultivo por períodos mais longos, foi observado que a suplementação com 3,72 

mM de LC durante aproximadamente 15 min foi suficiente para gerar um incremento 

em torno de 10% na taxa de sobrevivência de embriões após o reaquecimento, apesar 

da ausência de diferença significativa. Tal efeito pôde ser comprovado pelos 

resultados da análise de expressão gênica, discutidos mais à frente. Talvez os 

resultados da suplementação de LC deste estudo, realizado com embriões ovinos 

produzidos in vivo, possam ser mais pronunciados em embriões produzidos in vitro, 

os quais possuem maior conteúdo lipídico e uma maior utilização desses 

componentes em seu metabolismo pré-implantacional (Sutton-McDowall et al., 2012). 

O protocolo de vitrificação utilizado no ensaio 2 (Gibbons et al., 2011) é 

baseado no método minimum drop size, onde os embriões são aspirados em volume 

mínimo de 1 µL. Esse método permite reduzir a quantidade de crioprotetores na 

solução de vitrificação, minimizando injúrias tóxico-osmóticas e permitindo uma 

velocidade de resfriamento ultrarrápida (Vajta et al., 1998; Kasai; Mukaida, 2004). 

Esse tipo de protocolo necessita a etapa convencional de retirada de crioprotetores 

em solução de reaquecimento, para então ocorrer o envase dos embriões para 

transferência. Dessa forma, a estratégia escolhida neste estudo foi suplementar com 

3,72 mM de LC as soluções de reaquecimento, com objetivo de eliminar a 

necessidade do período de cultivo in vitro com suplementação, permitindo a 

transferência dos embriões assim que reaquecidos. Da mesma forma que no ensaio 

1, apesar da ausência de diferença nos resultados de sobrevivência entre os grupos 
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avaliados, estima-se que o tempo de 15 min em que os embriões estiveram em 

contato com a LC durante o reaquecimento tenha sido suficiente para exercer um 

efeito benéfico sobre os embriões suplementados, através da observação de um 

incremento em torno de 15% nas taxas de sobrevivência e pelos resultados de 

expressão gênica nesse grupo de embriões, discutidos mais à frente. Quando se 

considera os custos relacionados ao emprego de protocolos de MOET, os 

incrementos nas taxas de sobrevivência de embriões vitrificados que foram 

observados em ambos ensaios desse estudo justificam essas estratégias de 

suplementação, por serem protocolos de fácil adoção e com baixa relação 

custo/benefício, considerando-se que um frasco com 5 g de LC custa R$444,00 e que 

em cada sessão de reaquecimento se utiliza 0,6 mg/mL nas soluções de vitrificação 

ou reaquecimento.  

Em relação às taxas de eclosão dos ensaios 1 e 2, cabe ressaltar que às 24h 

de CIV em ambos ensaios foram retirados do cultivo parte dos embriões que já haviam 

atingido a reexpansão de blastocele para análise de expressão gênica, além dos 

embriões retirados para análise de ROS e NTC no ensaio 1. Estudos demonstram que 

a maior parte dos embriões que sobrevivem ao processo de vitrificação, reexpandem 

a blastocele dentro de 24h após o reaquecimento (Leoni et al., 2008; Ha et al., 2014; 

Caamaño et al., 2015). Provavelmente os embriões retirados para análises às 24h, 

caso permanecessem na placa de CIV, teriam eclodido até as 72h de cultivo, 

observações que aumentariam essas taxas em ambos os ensaios deste estudo. 

A suplementação com LC na dosagem de 3,72 mM durante o protocolo de 

vitrificação não resultou em diminuição dos níveis de ROS em embriões ovinos às 24h 

após o reaquecimento, tampouco no número de células apoptóticas e índice 

apoptótico às 72h de CIV. Um aspecto da ação antioxidante da LC é que sua 

suplementação induz um aumento na expressão de enzimas antioxidantes, tal como 

CAT, SOD e GPx (Wu; Zan, 2012; Li et al., 2012; Roy; Virma; Krishna, 2016; Wang et 

al., 2016). O efeito antiapoptótico da LC parece acontecer de maneira dose-tempo 

dependente (Bavari et al., 2016; Conlon et al., 2016). Doses menores de LC (1 mM) 

em períodos maiores do que o utilizado nesse experimento não resultaram em 

diferença significativa de ROS em cultivo de células, enquanto que períodos de cultivo 

de 18 a 24h com até 5 mM de LC aumentam a atividade de enzimas antioxidantes 

como SOD e CAT, resultando em menores níveis de ROS, de fragmentação de DNA 

e morte celular (Bavari et al., 2016). Em embriões murinos em estágio de 8 células 
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descongelados, foi observada redução nos níveis de apoptose e aumento nas taxas 

de sobrevivência após tratamento por 4h com 0,3 mg/mL de LC, metade da dosagem 

utilizada no presente estudo, ao passo que nessa espécie a dosagem de 3,72 mM ou 

0,6mg/mL resultou em um incremento menos expressivo nos mesmos parâmetros 

observados (Abdelrazik et al., 2009).  Levando em consideração que os embriões do 

presente estudo estiveram em contato com a LC (3,72 mM) por volta de 15-16 min, e 

que trabalhos que obtiveram resultados significativos utilizaram essa dosagem por 

períodos longos, é compreensível sugerir que a dosagem de 3,72 mM no nosso tipo 

de protocolo tenha sido insuficiente para se observar diferenças nos níveis de ROS e 

no índice apoptótico. Em experimento com embriões suínos clones, o tratamento com 

LC durante uma MIV prolongada produziu um aumento na síntese de GSH 

intraoocitária, que resultou em diminuição nos níveis de ROS e incrementou a 

competência ao desenvolvimento desses oócitos, traduzida pela expressão de genes 

relacionados à reprogramação nuclear (You et al., 2012). Os efeitos benéficos dos 

antioxidantes são melhor observados em condições de cultivo com alto O2, como 

ocorre nos sistemas de produção in vitro (Choe et al., 2010; Dovolou et al., 2011). Nos 

ensaios deste trabalho foi utilizado CIV em atmosfera com 5% O2, com o intuito de 

mimetizar as condições atmosféricas uterinas (Fischer; Bavister, 1993) no caso de 

transferência direta para receptoras, o que pode ter minimizado os efeitos da LC nos 

níveis de ROS, avaliados pelo protocolo com CellROX Green.  

A avaliação de apoptose no ensaio 1 foi realizada através do protocolo de 

imunofluorescência com caspase-3, nos embriões fixados às 72h de CIV. Caspase-3 

é uma das mais importantes enzimas membro da família de proteases cisteína 

aspartato-específicas chamada Caspase, importante na sinalização apoptótica 

intracelular que ocorre em resposta ao estresse oxidativo (Friendlander, 2003; Ott et 

al., 2007). Fragmentação do DNA é a principal consequência da ativação da caspase-

3 pelos altos níveis de ROS (Friendlander, 2003). Baseado nisso, é compreensível 

observar que a mesma ausência de diferença nos níveis de ROS entre C1 e LC1 às 

24h de CIV também ocorreu no índice apoptótico de embriões desses mesmos grupos 

às 72h. Também não foi observada diferença no NTC às 24h e às 72h de CIV entre 

embriões vitrificados com ou sem suplementação de LC na solução de vitrificação, ao 

passo que é observada uma tendência de diminuição do número de células entre os 

momentos observados. Cabe lembrar que as observações não foram feitas nos 

mesmos embriões entre os momentos de observação, e que às 24h os blastocistos 
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utilizados para a análise eram os mais precoces na reexpansão de blastocele, e, 

portanto, os de melhor qualidade (dos Santos Neto et al., 2015). A despeito da 

suplementação com LC, estudos avaliando NTC em embriões submetidos a diferentes 

protocolos de vitrificação, ou comparando-os com embriões frescos ou congelados 

pelo método lento de congelação não têm observado diferença no número de 

blastômeros totais entre os embriões analisados (Stinshoff et al., 2011; dos Santos 

Neto et al., 2015).  

Apesar da ausência de diferença observada nos níveis intracelulares de ROS, 

no índice apoptótico e no NTC nos embriões analisados, os resultados de expressão 

gênica apresentaram diferenças entre os grupos avaliados, onde podem ser 

observados dois padrões de resposta diferentes nos ensaios 1 e 2. A abundância 

relativa de transcritos CPT1 e CPT2 não diferiu entre CF, LC1 e C1, e entre CF, LC2 

e C2. Ao longo de seu desenvolvimento inicial, embriões derivam sua energia através 

da fosforilação oxidativa do piruvato, lactato e aminoácidos, contudo, ocorre um 

aumento da contribuição da via glicolítica na produção de ATP a partir da fase de 

compactação (Houghton et al., 1996; Thompson, 2000). Acreditamos que a ausência 

de diferença na expressão de CPT1 e CPT2, observada nesse experimento, se deva 

ao fato de que a β-oxidação em mórulas e blastocistos ovinos produzidos in vivo, os 

quais naturalmente possuem menor conteúdo lipídico (Dattena et al., 1999), não seja 

uma via majoritária de produção de energia durante as primeiras 24h após o 

reaquecimento.  

CrAT e PRDX1 se mostraram diferencialmente expressos em ambos ensaios, 

porém de formas distintas entre eles. No ensaio 1, os embriões que foram vitrificados 

com suplementação de 3,72 mM de LC apresentaram menores abundâncias relativas 

de RNAm CrAT e PRDX1 em relação aos embriões frescos, e embriões C1 tiveram 

uma menor expressão de CrAT e PRDX1 comparados à CF. No ensaio 2, os embriões 

do grupo LC2 apresentaram menor abundância relativa de transcritos CrAT em 

relação a CF, ao passo que os embriões C2 apresentaram expressões up-reguladas 

de CrAT e PRDX1 quando comparados aos embriões frescos. CrAT é uma enzima 

essencial para a homeostase mitocondrial, regulando os pools de acil-CoA e CoA, 

cujos desequilíbrios resultam no bloqueio da via energética e comprometimento do 

metabolismo oxidativo e da produção de ATP para a célula (Pande; Blanchaer, 1971; 

Ramsay; Zammit, 2004). Alterações na expressão de CrAT e uma alta razão acil-

carnitina/carnitina livre são associadas com disfunção da atividade mitocondrial 
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(Sharma et al., 2008). Níveis baixos de LC acarretam no aumento dos níveis de acil-

CoA e na redução das concentrações de CoA livre dentro da mitocôndria, 

prejudicando a ação de desidrogenases e consequentemente o metabolismo 

mitocondrial de carboidratos e aminoácidos (Marcovina et al., 2013). No presente 

estudo, a menor abundância relativa de transcritos CrAT no grupo LC1 pode ser 

interpretada como um equilíbrio dessas células em produzir e modular os pools de 

acil-CoA/CoA, os quais não exigiram um aumento de expressão desse gene para 

regular a homeostase celular frente ao processo de vitrificação. Um aumento da 

expressão de CrAT foi observada em embriões de aves após o tratamento com ácido 

perfluorooctanóico, ao passo que a administração de LC retornou a expressão de 

CrAT aos níveis normais (Jiang et al., 2016). O aumento da expressão de CrAT 

observado no grupo C2 pode ser interpretado sob a mesma ótica, ou seja, a 

necessidade de contrabalancear um desequilíbrio na razão acil-CoA/CoA frente a um 

fator estressante, no caso o da vitrificação. Ainda que diversos estudos correlacionem 

a baixa expressão de membros da via carnitina mitocondrial a patologias de ordem 

metabólica (Sharma et al., 2008; Sharma et al., 2013; Kim et al., 2016), corroboramos 

os resultados deste estudo com a hipótese do “embrião silencioso”, revisada por 

Leese (2002), a qual é baseada na premissa de que as células trabalham minimizando 

o custo metabólico. Sob essa ótica, embriões com viabilidade comprometida possuem 

menor tolerância a condições de estresse oxidativo e precisam recorrer a mecanismos 

de manutenção da homeostase, com consumo de energia. Nesse caso, embriões com 

maior viabilidade apresentariam, sob condições estressantes, menores alterações 

metabólicas, baixo turnover de aminoácidos e alto nível de enzimas antioxidantes 

(Leese, 2002), estas últimas as quais não mensuramos nesse experimento, mas que 

podemos hipotetizar através dos resultados de expressão de PRDX1.  

Foi observada uma menor expressão relativa de PRDX1 em LC1 versus CF, 

e em LC2 versus C2. LC atua através do aumento da expressão e da atividade de 

enzimas e marcadores antioxidantes, como GPx, SOD e CAT, sendo a diminuição nos 

níveis intracelulares de ROS e de apoptose celular um efeito observado (Calò et al., 

2006; Kunak et al., 2016; Mishra et al., 2016). A atuação de PRDX1 se dá como 

‘scavenger’ de ROS quando do aumento dessas espécies reativas, contribuindo para 

a diminuição das mesmas e modulando vias de sobrevivência e morte celular (Kim et 

al., 2008; Gertz et al., 2009). Células constantemente sujeitas a estresse oxidativo, 

como células cancerígenas ou em apoptose, possuem elevada expressão de 
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membros da família PRDX, como resposta aos níveis aumentados de ROS (Deng et 

al., 2005; Kwon et al., 2015); assim como embriões ovinos produzidos in vitro 

cultivados em 20% CO2 possuem uma alta abundância relativa de RNAm PRDX1 em 

todos os estágios de desenvolvimento (Sengodan et al., 2014). Sob estresse oxidativo 

e na inativação de CAT, PRDX2 (outra enzima da família PRDXs) encontra-se na 

forma oxidada (em forma de dímero), ligada à membrana de eritrócitos e com menor 

concentração da sua forma ativa e monomérica no citoplasma, sendo essa 

concentração insuficiente para prevenir os danos causados por ROS na célula (Rocha 

et al., 2015). Essa mesma enzima foi correlacionada como sendo uma importante 

mediadora em processos inflamatórios em resposta ao estresse oxidativo, induzindo 

a produção e liberação de TNF-α por macrófagos (Salzano et al., 2014). Ainda, a 

hiperoxidação de membros da família PRDX, sob condições de estresse oxidativo, 

está associada com a inibição da via sinalizadora Akt (pró-sobrevivência celular) e 

com o estímulo da vida de sinalização p38 mitogen activated-protein kinase (MAPK), 

relacionada à morte celular (Collins et al., 2016). Altas concentrações de ROS podem 

ainda ativar a atividade de chaperona em PRDX1, passando esta a atuar como 

oncogene, associando-se a fatores de transcrição como nuclear factor kappa B (NF-

kB) e suprimindo vias de morte celular em células tumorais (Hansen et al., 2007), além 

de ser um intermediário essencial na via de apoptose celular induzida por H2O2 via 

ativação da via p53, que induz fatores de expressão apoptóticos como Bak e Bax, os 

quais por sua vez ativam o sistema de caspases (Morinaka et al., 2011). Nesse 

contexto, podemos interpretar que a menor expressão relativa de PRDX1 nos grupos 

suplementados com LC apresenta-se como uma resposta ao aumento das defesas 

antioxidantes nesses embriões. Da mesma forma, a abundância de RNAm PRDX1 foi 

up-regulada em C2 em relação aos embriões frescos, o que pode ser uma resposta 

de defesa celular a um menos pronunciado sistema antioxidante frente à produção de 

ROS causada pela técnica de vitrificação.  

Os padrões de expressão de PRDX1 e CrAT mostraram-se diferentes entre 

os ensaios 1 e 2. Talvez essa diferença possa ser explicada pelas formas de 

suplementação diferentes em ambos ensaios. A estratégia de suplementação com LC 

no ensaio 1 ocorreu durante o protocolo de vitrificação, ou seja, na etapa em que os 

embriões eram submetidos ao tratamento com crioprotetores, visando sua absorção 

e a desidratação da célula para que ocorresse a vitrificação (Vajta et al., 1998). No 

ensaio 2, a suplementação com LC foi realizada no reaquecimento, no qual os 
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embriões são submetidos a sucessivas etapas em soluções com concentrações 

decrescentes de crioprotetores, que permitem via osmose a remoção dos 

crioprotetores e absorção de água pela célula (Gibbons et al., 2011). Talvez uma 

possível diferença na taxa de absorção da LC durante o curto período de vitrificação 

ou o reaquecimento seja a responsável por esse padrão diferenciado na expressão 

dos genes CrAT e PRDX1 nos embriões às 24h de CIV após reaquecimento. Em 

estudo onde voluntários receberam dosagem oral de 2,0 g de LC, foi observada uma 

constante de taxa de absorção de 0,8 g ± 0,9 g/h (Cao et al., 2009), entretanto, dados 

esses que não podem ser extrapolados para as condições do presente estudo, devido 

à diferente natureza de suplementação (oral versus na solução de vitrificação). Já foi 

comprovado o transporte de LC dependente de Na+ em células intestinais (García-

Miranda et al., 2005), e Wu et al. (1999) demonstraram o envolvimento do 

transportador OCTN2 no transporte Na+-dependente de LC em células renais, 

cardíacas, em placenta, e em córtex, hipocampo e em cerebelo de ratos. Contudo, 

mais estudos são necessários para testar diferentes dosagens de LC em função do 

tempo de cultivo celular, com o objetivo de se adequar a dosagem mais eficiente em 

protocolos de tratamento curto com LC, como foi utilizado no presente trabalho. 
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8. CONCLUSÕES 

Os resultados aqui obtidos demonstraram que, na dosagem de 3,72 mM 

durante um curto protocolo, a LC foi eficiente em promover uma resposta em nível de 

expressão de genes relacionados à homeostase energética e à defesa celular 

antioxidante, porém tais resultados não foram visíveis com relação aos parâmetros de 

qualidade embrionária aqui avaliados. Embora não tenha sido observada diferença 

quanto às taxas de sobrevivência embrionária após reaquecimento, o curto tratamento 

com LC foi capaz de promover, em nível molecular, incrementos na qualidade dos 

embriões vitrificados ou reaquecidos com L-carnitina. Concluímos que mais estudos 

são necessários com o objetivo de se adequar uma dosagem ideal em função do curto 

tempo de suplementação de LC, afim de potencializar seus efeitos benéficos 

resultando em incrementos na qualidade e sobrevivência dessa categoria de 

embriões, com consequente aumento nas taxas de produção de cordeiros de alto 

valor genético. 
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Protocolo de diluição da L-carnitina para suplementação dos meios de 
vitrificação e reaquecimento 

 
 

 Pesar 60 mg de L-carnitina [Sigma C0158 (inner salt)] em tubo cônico 

previamente identificado. Cuidado na manipulação da L-carnitina é necessário, 

pois a mesma é altamente higroscópica; 

 Diluir a L-carnitina em 500 µL de meio base; 

 Retirar 5 µL de cada solução de vitrificação ou reaquecimento e acrescentar a 

mesma quantidade do meio base com L-carnitina em cada solução. 

Homogeneizar. 

 


