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RESUMO 

VIABILIDADE in vitro APÓS VITRIFICAÇÃO DE 

BLASTOCISTOS DE Mus domesticus domesticus 

CULTIVADOS A PARTIR DE EMBRIÕES DE 1-CÉLULA. 

Foram realizados três experimentos para se avaliar o 
desenvolvimento in vitro de blastocistos de Mus domesticus domesticus 
(CFIxSWISS) cultivados a partir de embriões de 1-célula, após exposição e 
vitrificação em solução crioprotetora contendo 9,0M de EG acrescido ou não 
de 0,3M de SAC. 

No experimento 1, após o cultivo de 755 embriões de 1-célula, foram 
observadas taxas de eclosão de 53,0% para o meio HTF e de 61.7% para o 
meio KSOM (P>0,05), suplementados com 4mg/ml de BSA + 20 e 25mM de 
HEPES. 

No experimento 2 testaram-se os possíveis efeitos tóxicos das 
soluções crioprotetoras propostas: VS1 = 1,8M EG em PBS + 6%BSA (60s) 
seguido de 9,0M EG em PBS + 6%BSA (imersão direta) e VS2 = 9,0M EG + 
0,3M SAC em PBS + 6%BSA (imersão direta) em 152 blastocistos cultivados 
a partir de embriões de 1-célula em meio KSOM com 25mM de HEPES. Não 
houve diferença significativa (P>0,05) entre os grupos controle (86,0%), VS1 
(82,3%) e VS2 (78,4%). 

No experimento 3, 140 blastocistos cultivados por 72h em meio 
KSOM com 4mg/ml de BSA e 25mM de HEPES foram vitrificados em 
palhetas de 0,25ml modificadas (OPSm) nas soluções crioprotetoras acima 
descritas, alcançando taxas de eclosão de 45,7 e 41,4% para VS1 e VS2 
(P>0,05), respectivamente. Portanto, concluiu-se que ambos os meios, HTF 
e KSOM acrescidos de BSA e HEPES, proporcionaram o completo 
desenvolvimento embrionário in vitro. 

Apesar de não ter ocorrido diferença estatística (P>0,05), no meio 
KSOM observou-se que os embriões tiveram uma curva de crescimento 
mais homogénea e melhores taxas de eclosão, representando mais uma 
alternativa para o cultivo de embriões de 1-célula. Igualmente, não houve 
variação significativa (P>0,05) nas taxas de eclosão para os blastocistos de 
Mus domesticus domesticus vitrificados nas soluções crioprotetoras 
contendo 9,0M de EG com ou sem o acréscimo de 0,3M de SAC. 
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ABSTRACT 

In vitro VIABILITY AFTER VITRIFICATION 

OF Mus domesticus domesticus BLASTOCYSTS 

CULTURED FROM ONE-CELL. 

Three experiments were carried out in order to evaluate the in vitro 
development of Mus domesticus domesticus (CF1 x SWISS) blastocysts 
cultured from one-cell embryos after exposition and vitrification in a 
cryoprotectant solution composed of 9.0M EG additioned or no of 0.3M SAC. 

In the first experiment, after the culture of 755 one-cell embryos,were 
observed the hatching rates of 53.0% for HTF medium and 61.7% for KSOM 
medium (P>0.05) supplemented with 4mg/ml BSA + 20 and 25mM HEPES, 
respectively. 

In the second experiment were evaluated the capacity of the embryos 
to hatching after exposition to the cryoprotectant solutions proposed (VS1 = 
1.8M EG in PBS + 6% BSA (120s) followed by 9.0M EG in PBS + 6% BSA 
and VS2 = 9.0M EG + 0.3M SAC in PBS + 6% BSA). First the embryos were 
cultured from one-cell to blastocyst stage and after 152 blastocysts were 
exposed to the vitrification solutions (VS1 and VS2). The exposition don't 
showed significant difference (P>0.05) among the control (86.0%), VS1 
(82.3%) and VS2 (78.4%) groups. 

In the third experiment 140 blastocysts cultured for 72h in KSOM with 
4mg/ml BSA + 25mM HEPES were vitrified in 0.25ml modified straws 
(OPSm) in the cryoprotectant solutions previously described, reaching 
hatching rates of 45.7 and 41.4% in VS1 and VS2 (P>0.05), respectively. 
Then, it was concluded that both, HTF and KSOM + BSA and HEPES 
produced a complete in vitro preimplantation embryos development. 

However, the embryos cultured in KSOM medium showed a 
homogeneous growing curvature and higher hatching rates, which can be 
another alternative for culture of one-cell embryos. Equally, there were no 
differences (P>0.05) in the hatching rates between Mus domesticus 
domesticus vitrifed blastocysts in cryoprotectant solutions containing 9.0M 
EG with or without the addition of 0.3M SAC. 



1. INTRODUÇÃO 

O crescente aumento demográfico da população mundial e a 

demanda proporcional para o incremento na produção de proteína animal 

têm estimulado o desenvolvimento de novas biotecnologias que permitam 

acelerar o melhoramento genético de rebanhos e, consequentemente, a 

produtividade das espécies de interesse económico. Da mesma forma, 

podemos utilizar estas tecnologias (transferência de embriões, fecundação in 

vitro, clonagem e transferência nuclear) para a preservação de espécies 

selvagens em perigo de extinção. 

Por ser uma biotécnica que suporta os mais diversos experimentos 

com embriologia, o cultivo in vitro de embriões mamíferos no período de pré-

implantação alcançou um considerável progresso na última década. Porém, 

somente em algumas espécies foi possível o desenvolvimento in vitro a 

partir do estádio de 1-célula a blastocisto eclodido (Be). 

Atualmente, o modelo experimental Mus domesticus domesticus é 

ainda amplamente utilizado nos trabalhos desenvolvidos no cultivo in vitro de 

embriões mamíferos. As vantagens apresentadas são a facilidade de 

indução da superovulação e da sincronização do ciclo estral, com a 

obtenção de um grande número de embriões com uniformidade morfológica 

em todos os estádios de desenvolvimento num curto espaço de tempo a um 

baixo custo. O conhecimento das necessidades nutritivas para o sucesso do 



desenvolvimento in vitro de embriões Mus domesticus domesticus a partir do 

estádio de 1-célula até blastocisto (BI) é bastante limitado e, como 

conseqüéncia, faz-se necessário um ajuste nos elementos constituintes da 

formulação dos meios quimicamente definidos. 

Da mesma forma, a criopreservação por vitrificação oferece 

perspectivas bastante promissoras, em particular para os embriões 

produzidos in vitro e transgênicos. Enquanto os métodos clássicos utilizados 

para a congelação de embriões necessitam de equipamento apropriado, o 

método de vitrificação não rçquer material específico, reduzindo os 

investimentos, e consequentemente, o custo dos embriões. Após o envase, 

os embriões são imediatamente imersos em nitrogénio líquido, reduzindo o 

tempo de exposição ao crioprotetor e permitindo desta forma, uma 

congelação ultra-rápida sem a formação de cristais de gelo intra e extra 

celulares. 

O etileno glicol (EG) além de apresentar baixa toxicidade, possui um 

peso molecular inferior aos demais crioprotetores, proporcionando uma 

rápida permeação para o interior das células durante um curto período de 

exposição e, consequentemente, uma rápida remoção após o aquecimento. 

A diminuição do período de exposição ao crioprotetor, previne as injúrias de 

origem tóxica e osmótica. 



A criopreservação de embriões cultivados in vitro irá proporcionar a 

conservação ad perpetuum de genomas selecionados, a importação e 

exportação de animais de forma económica e sem riscos sanitários. Hoje, os 

experimentos com crioconservação de embriões mamíferos possuem como 

objetivo tornar a técnica mais simples, económica e eficiente. 

Diante do acima exposto, a presente pesquisa teve por objetivos: 

a) a avaliação comparativa entre os meios CZB, HTF e KSOM 

suplementados com soro fetal bovino (SFB) ou albumina sérica bovina 

(BSA) e acrescidos ou não de HEPES, na viabilidade in vitro de embriões 

de 1-célula de Mus domesticus domesticus (CF1x SWISS) cultivados por 

120h; 

b) a determinação da viabilidade (taxa de eclosão) de BI de Mus domesticus 

domesticus (CF1x SWISS) cultivados in vitro a partir do estádio de 1-

célula e expostos às soluções VS1 (1,8M de EG + 6% de BSA em PBS 

por 120s seguida da solução de 9,0M de EG + 6% de BSA em PBS) e 

VS2 (9,0M de EG + 0,3M SAC + 6% de BSA em PBS); 

c) a determinação da viabilidade (taxa de eclosão) de BI de Mus domesticus 

domesticus (CF1x SWISS) cultivados in vitro a partir do estádio de 1-

célula após a vitrificação nas soluções crioprotetoras descritas acima. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. CULTIVO in vitro DE EMBRIpES DE MAMÍFEROS 

Foi Hammond em 1949, quem deu início ao cultivo in vitro de 

embriões de mamíferos, cultivando embriões de camundongos do estádio de 

8-células à BI em solução salina acrescida de gema de ovo. Porém, o 

primeiro meio de cultivo elaborado especificamente para embriões de 

mamíferos foi descrito por Whitten (1956), utilizando meio KRB (Bicarbonato 

de Krebs Ringer) + BSA em 5% C02. 

Biggers; McLaren (1958) cultivaram embriões de camundongos 

despigmentados de 8-células à BI que foram transferidos para receptoras 

pigmentadas, obtendo os primeiros fetos nascidos a partir de embriões 

cultivados in vitro. 

Brinster (1965; 1967) acrescentando piruvato e lactato ao meio 

BMOC-2 (Meio de Brinster para cultivo de ovocitos), conseguiu o 

desenvolvimento de embriões de 1-célula até 2-células em camundongos 

(SWISS). 

Edwards et al. (1969, 1970) iniciaram os primeiros estudos com 

embriões de humanos fertilizadps in vitro e cultivados em meios semi-

definidos suplementados com BSA ou SFB. 
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A partir de 1970, inúmeras pesquisas foram desenvolvidas em 

diferentes espécies de mamíferos cuja somatória dos conhecimentos 

acumulados até o início da década de 90 permitiu a formulação de meios de 

cultivo que proporcionaram o completo crescimento in vitro, de embriões de 

1-célula até Be (Gardner; Leese, 1990). 

Quinn et al. (1985) elaboraram o meio HTF (Fluido tubárico humano) 

baseado na composição do fluidq de oviduto humano. 

Chatot et ai (1989) prorpoveram modificações no meio BMOC-2, 

denominando-o CZB (Meio de cultivo de Chatot, Bavister e Ziomek). O 

cultivo contínuo de embriões de 1-célula (CF1xB6SJLF1/J) neste meio 

resultou em 83% de embriões de 4-células e 9% de BI. Dos embriões 

cultivados em meio sem glicose (GLI), que receberam 5,5mM de GLI após 

48h de cultivo, 57% deles desenvolveram-se até BI. 

Chatot et al. (1990), estudando o consumo da glutamina (GLU) e da 

GLI no cultivo de embriões de 1-célula (CF1xB6SJLFi/J) em meio CZB, 

obtiveram 71% de BI, injetando a GLI nas microgotas após 48h de cultivo. 

Erbach et al. (1994), aumentando as concentrações de K+ (2,5mM) e 

de Na+ (95mM) do meio SOM (Meio de cultivo simplificado), alcançaram 

100% de Mo (Mórula) e 88% dç BI, a partir do cultivo de embriões de 1-

célula (CF1xB 6 SJLF í /J) . 
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Para Summers et al. (1995), o cultivo de embriões de 1-célula (CF1) 

em meio KSOM (Meio de cultivo simplificado acrescido de K+), proporcionou 

taxas de 85 a 90% de BI nas conçentrações de 0,2 a 5,56 m M de G LI. 

O'Neill (1997) cultivou embriões de 1 e 2-células (SWISS) Mus 

domesticus domesticus nos meios HTF e HTFm (HTF + 0,11mM EDTA + 1M 

GLU) alcançando taxas de 80 e 92% de BI, respectivamente. 

2.2. BLOQUEIO DE DESENVOLVIMENTO 

2.2.1. Fatores genéticos 

Whitten; Biggers (1968), cultivando embriões de 1-célula de 

camundongos FI (C57B1/10jxSJL/J) em meio KRB, obtiveram 75% de BI. 

Em contraste, no mesmo experimento, quando cultivaram embriões de 

linhagens heterogênicas (SJUJ, C57, 129, SWISS) as taxas de BI foram de 

3, 18, 17 e 0%, respectivamente. 

Whittingham (1971a) relatou que alguns cruzamentos de 

camundongos apresentavam bloqueio de desenvolvimento e outros não, 

evidenciando a possível participação de um componente genético. 

Muggleton-Harris et al. (1982) e Pratt; Muggleton-Harris (1988), 

transferindo o citoplasma de epibriões de linhagens sem bloqueio para 
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embriões de linhagens com bloqueio, conseguiram ultrapassar o bloqueio de 

2-células. 

Bensaude et ai. (1983) e Telford et al. (1990) apontaram a ativação do 

genoma embrionário no final cjo estádio de 2-células sobre o genoma 

materno como responsável pelo bloqueio de 2-células. 

Para Goddard; Pratt (1983), com exceção de algumas linhagens 

isogênicas e cruzamentos F1, o cultivo in vitro de embriões de Mus 

domesticus domesticus apresentou o chamado bloqueio de 2-células. 

2.2.2. Componentes dos meios 

Brinster (1965) recomendou o cultivo in vitro de embriões pré-

implantação em pH entre 7,10 e 7,20. 

Whittingham (1969) ultrapassou o estádio de 1-célula em embriões de 

camundongos aumentando a concentração de BSA de 1 para 4mg/ml. 

Caro; Trounson (1984), avaliando os diversos efeitos da utilização de 

BSA, SFB ou de nenhuma proteína no meio de cultivo, não encontraram 

diferença no cultivo in vitro de embriões de murinos. 
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Para Thomassen (1989), a presença da BSA pode estimular ou inibir 

a proliferação e o crescimento celular conforme a pureza química e a 

concentração utilizada. 

Fitzgerald; Di Mattina (1992), num estudo comparativo para avaliar a 

capacidade dos meios CZB e Earle's no desenvolvimento in vitro de 

embriões de humanos, observaram a diminuição da sobrevivência 

embrionária quando adicionaram soro às formulações. 

Para Maurer (1992), o SFB tanto pode oferecer fatores benéficos ao 

cultivo, tais como: substratos energéticos, aminoácidos, vitaminas e fatores 

de crescimento, quanto pode ser tóxico aos embriões, dependendo da 

espécie animal e do estádio de desenvolvimento. 

Yoshioka et al. (1997) observaram um aumento significativo na 

formação de BI (60 para 87%) e na taxa de eclosão (29,6 para 44,3%), 

quando substituíram 3mg/ml de BSA por 5% de SFB, respectivamente, no 

cultivo de embriões bovinos produzidos in vitro em meio SOF (Fluido 

sintético de oviduto). 

Zigler et ai. (1985), estudando o efeito tamponante do HEPES [N-(2-

hidroxietil) piperazina-N'-(2-ácido etanosulfônico)] sobre meios de cultivo, 

observou que quando expostos à luz, o HEPES estimula a produção de 

produtos citotóxicos. 
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Wüttke; Walz (1990), pesquisando a regulação do pH intracelular em 

camundongos, demonstraram que o tampão iónico HEPES apresenta efeito 

tamponante superior ao do bicarbonato de sódio. 

Montagner et al. (1998) enfatizaram o uso do tamponante HEPES no 

cultivo de embriões de bovinos produzidos in vitro, com o intuito de 

compensar os danos causados por variações de pH, proporcionando 

incremento e uniformidade no desenvolvimento embrionário. 

Hammond (1949) e Whitten (1956) foram os primeiros a utilizar a GLI 

como substrato energético para o desenvolvimento in vitro de embriões de 

mamíferos. 

Hsieh et al. (1979) e Chi et al. (1988) pesquisaram o perfil das 

enzimas presentes nos diversos estádios embrionários no cultivo in vitro de 

embriões de humanos e murinos para avaliar como e onde era feito o 

consumo da GLI e sua interrçlação com o bloqueio de 2-células em 

camundongos. 

Vários autores consideraram a presença de GLI durante as primeiras 

3 clivagens (72h) como um dos fatores responsáveis pelo bloqueio de 2-

células (Goddard; Pratt, 1983; Chatot et al., 1989, 1990; Lawitts; Biggers, 

1991; Sakkas et al., 1993). 
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Os mecanismos que controlam os efeitos adversos da GLI no 

desenvolvimento pré-implantação in vitro de embriões de camundongos 

ainda são desconhecidos (Bavister, 1988). A interação da GLI com alguns 

componentes dos meios utilizados: NaCI, GLU, aminoácidos, fostato, lactato 

e piruvato, define o efeito inibitório ou não sobre o cultivo (Chatot et al., 

1990; Seshagiri, Bavister, 1991; Ho et ai., 1995; Summers et ai., 1995; 

Leppens-Luisier; Sakkas, 1997). 

Schini; Bavister (1988) estudaram o efeito da variação na 

concentração da GLI (0,0; 0,1; 0,5 e 5,0mM) no meio TLP-PVA (Meio de 

Tyrode acrescido de lactato e piruvato - álcool polivinílico) acrescido de 

aminoácidos para o cultivo de embriões de 2-células de hamster. No meio 

sem GLI, 27,2% dos embriões ultrapassaram o bloqueio e nos demais, 

apenas 4,7%. 

Chatot et ai. (1989, 1990) e Brown; Whittingham (1992) verificaram 

que nos embriões provenientes de linhagens heterogênicas, a GLI inibe o 

desenvolvimento nas primeiras 48 horas de cultivo in vitro, sendo 

fundamental ao crescimento somente após a compactação. 

Seshagiri; Bavister (1991), estudando o 'Efeito Crabtree' (Crabtree, 

1929) em embriões de hamster, demonstraram que a presença da GLI e/ou 

fosfato em meio TL-PVA para o cultivo in vitro a partir de 8-células promoveu 



um pronunciado decréscimo no consumo de oxigénio, com redução da 

atividade respiratória e do metabolismo oxidativo em torno de 56%. 

Conaghan et al. (1993), mensurando o consumo de GLI e/ou piruvato 

em embriões de humanos 1-célula cultivados até BI em meio de Earle, 

obtiveram 59% de BI no grupo controle e 16% no grupo contendo GLI 

(P<0,02). 

Leppens-Luisier; Sakkas (1997), estudando a adaptabilidade da 

capacidade de desenvolvimento in vitro de embriões de murinos na ausência 

de GLI (diferentes períodos), encontraram melhores resultados quando 

cultivaram embriões de 1-célula (OF1) em meio M16 sem GLI no intervalo 

entre 24 e 48h (54%) e a partir de 24h (44%) após o início do cultivo. 

2.2.3. Condições de cultivo 

A qualidade da água é um dos pontos mais importantes na 

preparação de meios de cultivo, sendo recomendado o uso de água 

tridestilada (Whittingham, 1971a; Hogan et al., 1986) ou água purificada por 

filtração (Hogan et al., 1986). 

Segundo Hafez (1995), os processos de deionização, osmose 

invertida, absorção carbónica e micro-filtração em membrana são algumas 

das vantagens do sistema MilliQ ^obre a destilação. 
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Abramczuk et al. (1977) recomendou a adição de 100^M EDTA 

(Etileno diamino tetracético) aos meios de cultivo à base de água bidestilada, 

para prevenir prováveis contaminações por metais pesados devido ao 

armazenamento por tempo prolongado. 

Van Winkle et al. (1990) e Dawson; Baltz (1997) observaram que 

embora o fluido do oviduto de camundongas apresente osmolaridade em 

torno de 360mOsm/Kg, valores acima de 300mOsm/Kg são deletérios ao 

desenvolvimento in vitro de embriões de 1-célula. Para Lawitts; Biggers 

(1991), Biggers et al. (1993) e Dawson; Baltz (1997), a osmolaridade ideal 

deve oscilar entre 270 a 290mOspi/Kg. 

Concentrações de 1 a 5% de C02 são suficientes para o 

desenvolvimento in vitro de embriões de camundongos na fase de pré-

implantação, por fornecer uma condição semelhante àquela encontrada no 

fluido do oviduto e no lúmen do útero de camundongas prenhes 

(Whittingham, 1971a). 

Bavister (1995) afirmou que o sucesso do cultivo in vitro de embriões 

de Mus domesticus domesticus a partir do estádio de 1-célula até Be, sofre a 

influência de fatores diversos, como: pessoal técnico, treinamento, 

condições de cultivo, equipamentos e, o mais importante, qualidade dos 

embriões. 
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2.3. EQUILÍBRIO NAS SOLUÇÕES CRIO PROTETORAS

Ishimori et ai (1992b), estudando os efeitos do tempo de exposição 

de BI de camundongos à solução VSI composta por 4,5M EG + 3,4M DMSO 

(Dimetil sulfóxido), alcançaram taxas de sobrevivência de 100, 100, 79, 13, 

15 e 0% para 0, 1, 2, 3, 4 e 5min de exposição, respectivamente. As taxas 

de sobrevivência dos embriões após 3, 4 e 5min de exposição foram 

significativamente inferiores (P<0,05) ao grupo controle.

Valdez et a i (1992) expôs BI de camundongos à diversas 

associações de crioprotetores: glicerol (GLY), propilenoglicol (PG), EG e 

DMSO em diferentes concentrações (10, 20, 30 e 40% v/v). Os embriões 

expostos à solução VSv, composta por 20% EG + 20% DMSO + 10% 1,3- 

BUT (Butanodiol) por 30s, sofreram o menor efeito tóxico, com 95,4% de 

viabilidade. Quando utilizou o método ‘two-step’, os embriões foram 

equilibrados por 3min numa solução de 50% VSv, e então transferidos para 

VSv por 30s, aumentando a viabilidade para 96,2% (P>0,05).

Zhu et ai (1993) não encontraram diferenças significativas (P>0,05) 

nas taxas de sobrevivência de blastocistos expandidos (Bx) de 

camundongos expostos às soluções de vitrificação EFS (EG + FICOLL + 

sacarose)20 (100, 100 e 100%) e EFS30 (100, 100 e 95%) por 2, 5 e 10min, 

respectivamente. Porém, os embriões expostos à solução EFS40
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apresentaram taxas de sobrevivência inferiores (P<0,01) às demais, com 90, 

18 e30%. 

Cseh et al. (1998) submeteram BI de camundongos à solução de 

vitrificação composta por 3M EG + 0.25M SAC (sacarose) + 10% SFB por 

20min à 24°C, registrando taxas de re-expansão de 93% no grupo tratado e 

98% no grupo controle (P>0,05). 

Paixão Cortes (1998) observou que BI Mus domesticus domesticus 

equilibrados por 2min em 1,8M EG + 6% BSA e expostos por 30s em 9,0M 

EG + 6% BSA (VSI) ou expostos por 30s em 9,0M EG + 6% BSA + 0,3M 

SAC (VSIIS) alcançaram 91 e 90% de sobrevivência embrionária, não 

apresentando diferença significativa (P>0,05) quando comparado ao grupo 

controle (96%). 

2.4. VITRIFICAÇÃO DE EMBRIÕES DE Mus domesticus domesticus 

Lopes (1989) comparou os métodos ultra-rápido (10% GLY + 0,25M 

SAC e 20% GLY + 0,5M SAC) e vitrificação (10% GLY + 20% PG) para 

criopreservação de embriões de camundongos em diferentes estádios de 

desenvolvimento. Não foi observada diferença significativa (P>0,05) nas 

taxas de sobrevivência (25 e 26%) dos dois tratamentos para embriões 

criopreservados no estádio de BI. 



Ishimori et ai. (1992a) vitrificaram BI de camundongos (ICR) em 

diferentes associações de crioprotetores. Cada solução foi composta por 

dois crioprotetores na concentração de 25% cada. Os embriões foram 

equilibrados por 5min em soluções diluídas em 50% de PBS (solução salina 

tamponada), transferidos para soluções de vitrificação e imersos em 

nitrogénio líquido (N2L) após 3Qs. As taxas de sobrevivência foram: 72% 

(GLY + EG), 29% (GLY + PG), 55% (GLY + DMSO), 46% (EG + PG), 79% 

(EG + DMSO) e 46% (PG + DMSQ). 

Ishimori et ai. (1992b) estudaram as condições ideais para vitrificação 

de BI de camundongos numa solução contendo 4,5M EG + 3,4M DMSO 

(VS1). Os BI equilibrados na solução VS1 diluída em 50% de PBS (60s), 

transferidos para a solução VS1 (30s) e, então, imersos em N2L, alcançaram 

80% de sobrevivência embrionária. 

Miyake et aí. (1993) vitrifiçaram embriões de camundongos (ICR) em 

vários estádios de desenvolvimento numa solução de vitrificação EFS40, 

composta por 40% EG + 18% FICOLL + 0,3M SAC dissolvida em PBS. Os 

embriões vitrificados no estádio de BI, alcançaram taxas de sobrevivência de 

79 e 49%, para 2 e 5min de exposição, respectivamente. 

Zhu et al. (1993), após equilíbrio de Bx murinos (ICRxBDFI) em 10 e 

20% EG em PBS à 20°C por 5min e vitrificação em EFS40 (40% EG + 30% 

FICOLL + 0,5M SAC) por 30s, observaram 83 e 84% de re-expansão, 
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respectivamente. Dos embriões vitrificados diretamente na solução EFS40, 

apenas 66% re-expandiram após 48h de cultivo. 

Horlacher; Brem (1994) testaram a eficácia de três diferentes métodos 

'two step' para a vitrificação de Ell murinos. Os embriões foram equilibrados 

por 10min em 10% GLY + 20% PPD (Propanodiol), 25% VS3 e 50% VS3D e 

então transferidos para as soluções de vitrificação 25% GLY + 25% PG por 

30s, 100% VS3 (6,5M GLY) por 30s e 100% VS3D (25% EG + 25% DMSO) 

por 2min, respectivamente. As taxas de sobrevivência in vitro foram 45,8% 

(27/59), 55,8% (53/95) e 75,5% (^0/53), respectivamente. 

Cseh et al. (1997) vitrificaram embriões de Mus domesticus 

domesticus (CB6F1) cultivados a partir de 1-célula em meio HTF + 4mg/ml 

BSA por 96 a 120h numa solução de 3M EG + 0,25M SAC + 10% SFB. As 

taxas de sobrevivência foram significativamente superiores (P<0,05) no 

grupo de mórulas e blastocistos jovens (Mo/Bj): 80% (56/70) em relação ao 

grupo de Bx/Be: 17% (10/59). 

Vajta et al. (1997) modificaram a técnica de vitrificação de utilizando 

palhetas de 0,25ml (IMV) alongadas (OPS), tendo como consequência uma 

diminuição de volume. Os embriões foram equilibrados em 10% EG + 10% 

DMSO em meio de cultivo celular (TCM) + HEPES + 20% SFB por 60s, 

transferidos para solução de 20% EG + 20% DMSO + 0,6M SAC por 30s e 

envasados em mini-palhetas francesas pelo efeito capilaridade. Esta técnica 
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proporcionou melhores resultados na taxa de sobrevivência (95%) e na taxa 

de eclosão (92%) de BI bovinos produzidos in vitro, quando comparados 

com o método 'two step' tradicional com 79 e 59%, respectivamente. 

Paixão Cortes (1998) estudou a viabilidade in vitro de BI Mus 

domesticus domesticus vitrificados após exposição prévia por 2min em 1,8M 

EG + 6% BSA seguido de 30s em 9,0M EG + 6% BSA ou imersão direta em 

9,0M EG + 6% BSA após 30s com ou sem 0,3M SAC com retirada do 

crioprotetor em PBS + 0,4% BSA com ou sem 1M SAC. As soluções que 

apresentaram maiores taxas de eclosão foram as soluções VSI (1,8M EG + 

6% BSA seguida de 9,0M EG + 6% BSA) com 49% (19/39) e VSIIS (9,0M 

EG + 6% BSA + 0,3M SAC) com 39% (20/51) ambos com retirada em PBS + 

0,4% BSA. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. LOCAL 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Embriologia e 

Enotécnicas de Reprodução da Faculdade de Veterinária da Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul, em Porto Alegre-RS, no período de março a 

novembro de 1998. 

3.2. MATERIAL 

O material reutilizável utilizado nos experimentos foi lavado 

cuidadosamente em água corrente com sabão neutro (Extran-Merck), 

enxaguado em água destilada e deionizada sendo, então, submetido à 

secagem (forno Pasteur), embalagem e esterilização em calor seco (120°C) 

por 2h. 

3.2.1. Animais 

Foram utilizados machos e fêmeas da espécie Mus domesticus 

domesticus, linhagens SWISS e CF-1, respectivamente, com idades 

variando entre 6 e 8 semanas, adquiridos no Instituto de Pesquisas 

Biológicas da Secretaria de Saúde e Meio Ambiente do Estado do Rio 

Grande do Sul, em Porto Alegre-RS. 
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Os animais foram mantidos em biotério climatizado com iluminação 

controlada de 14h luz/dia (início 8:00h), ventilação constante, temperatura 

entre 18 e 22°C, água e ração (Nuvital) ad libitum, por um período mínimo de 

14 dias de adaptação. Os machos foram mantidos em gaiolas individuais 

(Growing-Tríade) e as fêmeas djvididas em grupos de, no máximo, 10 por 

gaiola de polipropileno (Mousepap-Tríade). 

Após o período de adaptação, as fêmeas foram submetidas ao 

tratamento superovulatório e acanaladas com machos inteiros para produção 

dos embriões. O controle reprodutivo dos machos foi realizado através do 

registro do número de placas vaginais positivas que cada macho 

proporcionou, numa planilha de controle, a cada acasalamento, oferecendo 

períodos de repouso sexual a intervalos regulares. As fêmeas que 

apresentaram placa vaginal após o acasalamento foram separadas para 

posterior colheita dos embriões. As fêmeas acasaladas que não 

apresentaram placa vaginal foram marcadas com uma solução de ácido 

pícrico a 1% na região lombar, separadas do grupo e submetidas a um novo 

tratamento superovulatório após 2 semanas. Fêmeas que falharam em dois 

tratamentos foram descartadas. 

A limpeza do biotério foi realizada duas vezes por semana, 

procedendo-se a lavagem das gaiolas, substituição da cama de serragem, 

lavagem dos bebedouros e reposição de água e ração, limpeza das estantes 

e do filtro do condicionador de ar. 
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3.2.2. Hormônios 

Foram utilizados os hormônios gonadotrofina coriônica eqüina-eCG 

(Folligon-lntervet) e gonadotrofina coriônica humana-hCG (Pregnyl-Organon) 

para a sincronização do ciclo estral e superovulação das camundongas. Os 

hormônios liofilizados foram diluídos em solução fisiológica (cloreto de sódio 

a 0,9%) na concentração de 50UI/ml. Após a diluição, as soluções foram 

fracionadas em alíquotas de 3ml e mantidas à -20°C. Previamente à sua 

utilização, as alíquotas foram descongeladas em banho-maria (25°C) ou à 

temperatura ambiente. 

3.2.3. Meios de colheita e de cultivo 

Para colheita dos embriões de 1-célula foi utilizada a solução salina 

fosfato tamponada (PBS) de Dulbecco; Vogt (1954), modificada por 

Whittingham (1971a). Os embriões de 1-célula foram cultivados em três 

diferentes meios: CZB, HTF e KSOM (Tab. 1). 

Os sais foram pesados em balança analítica (Kern) e diluídos em 

água ultra-pura (MilliQ). O pH (Celm) e a osmolaridade (Precision Systems) 

dos meios de colheita e de cultivo foram aferidos, sendo ajustados para 

7.10-7.20 e 270-290 mOsm/kg (Brinster, 1965), respectivamente. A solução 

de PBS foi aliquotada em frascos estéreis de 20ml e armazenados à - 20°C. 

Previamente ao uso, a solução foi descongelada e à ela adicionados 20% de 
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soro fetal bovino inativado-SFBi (Nutricell). Em seguida, procedeu-se a 

esterilização em filtro com poros 0,22^m (Millipore). Os meios de cultivo 

foram preparados da mesma forma que a solução de PBS, sendo 

armazenados à 4°C por, no máximo, duas semanas. 

TABELA 1. Composição (mM) dos meios de cultivo. Porto Alegre, 1999. 

COMPONENTES LABORATORIO CZB HTF KSOM 

NaCI (SIGMA S-5886) 81,62 97,60 95,00 

KCl (SIGMA P-5405) 4,83 4,70 2,50 

KH2P04 (SIGMA P-5655) 1,18 0,01 0,35 

MgS04 7H20 - 1,18 0,20 0,20 

CaCI2 2H20 (SIGMA C-7902) 1,70 2,04 1,71 

NaHC03 (SIGMA S-5761) 25,12 25,00 25,00 

Piruvato de Na (MERCK 6619) 0,27 0,33 0,20 

Lactato de Na (SIGMA L-1375) 31,30 21,40 10,00 

Glicose (SIGMA G-6152) - 2,78 0,20 

EDTA (SIGMA E-6758) 0,11 0,10 0,01 

Glutamina (SIGMA G-5763) 1,00 1,00 1,00 

Vermelho fenol (SIGMA P-5530) - 0,003 0,01 

Penicilina G sódica (SIGMA P-3032) - - 100 

Sulfato Gentamicina (SIGMA G-1264) - 10 -

HEPES (SIGMA H-3375) - 20 25 

Razão lactato/piruvato - 116,0 64,8 50,0 



3.2.4. Soluções crioprotetoras 

Para a vitrificação dos embriões foi utilizada uma solução de PBS 

acrescida de 6% de BSA com diferentes concentrações de EG (Reagen), de 

acordo com o tratamento proposto: 

a) Solução de vitrificação 1 (VS1): 

SCI = 1,8M EG em PBS + 6%BSA (por 60s) 

SCE = 9,0M EG em PBS + 6%BSA (imersão direta) 

b) Solução de vitrificação 2 (VS2): 

9,0M EG + 0,3M SAC (Merck) em PBS + 6%BSA (imersão direta) 

Os crioprotetores foram diluídos em PBS de acordo com a 

concentração final e transferidos para o interior de uma proveta contendo 

BSA (VS1) ou BSA + SAC (VS2). Em seguida, foram mantidos sob agitação 

até a completa dissolução, sendo então fracionados em frascos de 2ml e 

armazenados à -20°C até sua utilização. 

A diluição dos crioprotetores foi realizada diretamente numa solução 

de PBS acrescida de 0,4% de BSA. As soluções de vitrificação e de retirada 

do crioprotetor foram preparadas nas mesmas condições e em quantidades 

suficientes para a realização de cada etapa do experimento. 



3.3. MÉTODOS 

3.3.1. Fase 1 

Foram realizados quatro experimentos nos quais buscou-se otimizar ö 

cultivo de embriões de pré-implantação de forma a ultrapassar o bloqueio de 

2-células. Pesquisou-se três meios de cultivo (CZB, HTF e KSOM) 

suplementados com diferentes fontes proteicas (SFB e BSA), com ou sem 

tampão iónico (HEPES) e com a retirada de glicose em diferentes períodos 

do cultivo (24 e 48h). 

3.3.1.1. Sincronização do ciclo estral e superovulação das doadoras 

A sincronização do ciclo estral e superovulação das fêmeas CF1 foi 

realizada mediante a aplicação intraperitoneal de 0,2ml contendo 10UI de 

eCG às 15:00h e, 46h após, de 0,2ml contendo 10UI de hCG. 

Imediatamente após a segunda injeção, as fêmeas foram colocadas com 

machos SWISS de fertilidade comprovada, na proporção de 2 fêmeas por 

macho. A cópula foi confirmada pela presença do tampão vaginal 17-19h 

após a injeção de hCG. 
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3.3.1.2. Colheita e classificação morfológica 

As fêmeas doadoras forarri sacrificadas por deslocamento cervical 28-

30h pós-hCG e colocadas em deçúbito dorsal sobre uma cerâmica 15x15cm. 

Procedeu-se a abertura da cavidade abdominal através de uma incisão 

transversal de aproximadamente 1cm, próxima ao par de mamilos inguinais. 

Os ovidutos foram removidos através de incisões com tesoura abrangendo a 

região de contigüidade entre os ovários e a parte cranial dos cornos uterinos. 

Em seguida, os ovidutos foram agrupados, dois a dois, em gotas do meio de 

colheita dispostas em placas de Petri de 90mm (Costar) com temperatura 

controlada (37°C). 

Os embriões de 1-célula foram colhidos com o auxílio de uma pinça 

oftálmica e uma seringa de 1ml com agulha hipodérmica descartável 30G 

(B&D) de ponta romba que perfundiu os ovidutos com 0,2ml de PBS + 

20%SFB através do infundíbulo. O procedimento foi realizado sob lupa 

estereomicrocópica (Meiji) com luz incidente e com magnitude de 10 vezes. 

Para busca e avaliação das estruturas embrionárias, utilizou-se magnitude 

de 40 vezes. Quando necessário, as células do Cumulus oophorus foram 

removidas por meio de uma breve exposição (20s) a 300UI/ml de 

hialuronidase (Sigma) em meio P^S+ 20%SFB. 

As estruturas localizadas foram recolhidas com o auxílio de uma 

micropipeta de vidro adaptada a um aspirador de controle bucal e 
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transferidas para novas gotas de PBS + 20%SFB. Após uma prévia seleção, 

os embriões de 1-célula foram lavados 5 vezes em PBS + 20%SFB e mais 3 

vezes na solução que seria posteriormente utilizada para o cultivo in vitro. 

Todas as soluções, placas e instrumentos do procedimento foram mantidos 

à temperatura de 37°C. 

A classificação morfológica quanto ao estádio de desenvolvimento e 

qualidade dos embriões obedeceu as normas estabelecidas no manual da 

Sociedade Internacional de Transferência de Embriões (Stringfellow; Seidel, 

1998). 

3.3.1.3. Cultivo in vitro dos embribes 

Foram cultivados 3628 embriões de 1-célula, divididos em 4 

experimentos (meio de cultivo, fonte proteica, tampão iónico e ausência de 

glicose), num total de 20 replicações. Em todas as rotinas, os embriões 

foram cultivados por 120h em grupos de 20 em gotas de 50^1 de meio de 

cultivo (conforme a rotina), sob óleo mineral (Sigma) em placas de Petri de 

35mm (Costar), para avaliação da taxa de eclosão. Para corrigir a variação 

de desenvolvimento entre as fêmeas, as estruturas viáveis de cada doadora 

foram distribuídas aleatoriamente entre os tratamentos. Todas as placas 

foram equilibradas em estufa de cultivo (Forma Scientifica) por um período 

mínimo de 2h antes do cultivo. Q cultivo foi realizado à 37°C sob atmosfera 

de 5%C02 em ar e 100% de umlade relativa do ar. 
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3.3.2. Fase 2 

3.3.2.1. Cultivo in vitro dos embriões 

No experimento 1 foram cultivados 755 embriões de 1-célula por 

120h, para se avaliar o efeito de diferentes meios sobre a taxa de eclosão. 

Os embriões foram divididos em 2 grupos: HTF e KSOM suplementados 

com 4mg/ml de BSA e 20 e 25mM de HEPES, respectivamente, e cultivados 

nas condições anteriormente descritas. 

3.3.2.2. Viabilidade após exposição às soluções crioprotetoras 

No experimento 2 determinou-se a taxa de eclosão de 152 BI, 

produzidos a partir de embriões de 1-célula cultivados em meio KSOM 

suplementado com 4mg/ml de BSA e 25mM de HEPES até os estádios de 

blastocisto inicial e blastocisto, após a exposição às soluções de vitrificação 

(VS1 e VS2). Somente as estruturas classificadas morfologicamente como 

excelentes (grau 1 ) foram expostas às soluções crioprotetoras pelo período 

de tempo pré-determinado para a vitrificação (item 3.2.4) e, em seguida, 

transferidas para a solução de retirada do crioprotetor. Após a retirada do 

crioprotetor, os embriões foram lavados em 3 banhos sucessivos de PBS + 

0,4% de BSA e mais 5 banhos sucessivos em meio KSOM. Os embriões 

foram colocados novamente em cultivo, nas mesmas gotas em que já 
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haviam sido cultivados anteriormente. A avaliação da viabilidade embrionária 

foi determinada pela taxa de eclosão dos embriões após 48h de cultivo. 

3.3.2.3. Viabilidade após vitrificação 

No experimento 3 avaliou-se a viabilidade embrionária de 140 BI (grau 

1), provenientes do cultivo in vitro de embriões de 1-célula em meio KSOM, 

submetidos ao processo de vitrificação. As soluções crioprotetoras foram 

descongeladas e mantidas à mesma temperatura de cultivo (37°C) até o 

momento de sua utilização. Os embriões selecionados do cultivo receberam 

3 banhos sucessivos em PBS + 20%SFB antes de serem transferidos para 

as soluções crioprotetoras, não ultrapassando um período superior a 30 

minutos. Para incrementar o processo de vitrificação foram feitas algumas 

alterações no preparo das palhetas, a partir da técnica descrita por Vajta et 

al. (1997). Palhetas francesas de 0,25ml (IMV) foram aquecidas sobre uma 

placa aquecedora e, manualmente esticadas até que o diâmetro interior e a 

espessura da parede central diminuíssem aproximadamente de 1,7mm para 

0,8mm e de 0,15mm para 0,07mm, respectivamente. Em seguida, as 

palhetas foram resfriadas ao ar e cortadas na ponta aberta com uma gilete. 

A colocação dos embriões no interior das palhetas foi realizada com o auxílio 

de uma micropipeta de vidro adaptada a um aspirador de controle bucal. 

No tratamento VS1, grupos de 10 embriões foram expostos por 2 

minutos à solução de criopreservação intracelular-SCI (1,8M EG em PBS + 
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6%BSA), em seguida pipetados e transferidos para o interior de palhetas 

francesas de 0,25ml modificadas (OPSm) contendo a solução de 

criopreservação extracelular-SCE (9,0M EG em PBS + 6%BSA), as quais 

foram imediatamente imersas em N2L. 

No tratamento VS2, grupos de 10 embriões foram pipetados e 

transferidos para o interior de palhetas francesas de 0,25ml modificadas 

(OPSm) contendo solução de vitrificação (9,0M EG + 0,3M SAC em PBS + 

6%BSA), sendo imediatamente imersas em N2L. Ao serem retiradas do 

botijão de N2L, foram expostas ao ar por 10s e, em seguida, imersas em 

banho-maria a 20°C por mais 20ç. Após a secagem em papel toalha, o seu 

conteúdo foi colocado numa placa de Petri de 35mm (Costar) contendo 

2,0ml de uma solução de PBS + 0,4% de BSA. Em seguida, os embriões 

foram lavados em 3 banhos de PBS + 0,4% de BSA e mais 5 banhos 

sucessivos em meio KSOM. A avaliação da viabilidade embrionária foi 

determinada pela taxa de eclosão dos embriões após 48h de cultivo. 

3.3.3. Metodologia estatística 

Nos experimentos de cultivo foi realizado o Teste do Qui-quadrado 

(x2) com nível de significância de 5% (a = 0,05), com a finalidade de 

comparar a taxa de desenvolvimento nos diferentes estádios entre os 

tratamentos. A análise foi dividida de acordo com o estádio de 
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desenvolvimento embrionário: 4 çélulas (4c), Mo, BI, Bx e Be, e com o meio 

de cultivo utilizado. 

Nos experimentos de exposição e vitrificação dos embriões às soluções 

crioprotetoras, determinou-se a sobrevivência embrionária através do 

número de eclosões em cada tratamento. Em ambos foi utilizada a mesma 

metodologia estatística empregacja nos experimentos de cultivo. A existência 

de significância no teste x2 determinou a necessidade de análise dos 

resíduos ajustados, através dq qual foi possível comprovar quais os 

tratamentos foram estatisticamepte diferentes entre si para um nível de 

significância de 5% (a = 0,05). 
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4. RESULTADOS 

4.1. FASE 1 

4.1.1. Meios de cultivo 

Na avaliação do desenvolvimento de embriões de 1-célula, registrou-

se diferença significativa (P<0,05) em favor do meio KSOM (Tab. 2), embora 

tenha ocorrido 100% de bloqueio à nível de embriões de 2-células. 

TABELA 2. Desenvolvimento de embriões de 1-célula de Mus domesticus 
domesticus nos meios CZB, HTF e KSOM suplementados com 
20% de SFB. Porto Alegre, 1999. 

MEIOS 1c 2c BI 

n1 n % n % 

CZB 307 139b 45,3 0 0,0 

HTF 345 202b 58,5 0 0,0 

KSOM 254 187a 73,6 0 0,0 
1 Dados de 6 replicações. 
a,b Valores seguidos de letras diferentes na mesma coluna apresentam diferença 

significativa (P<0,05). 

4.1.2. Fontes proteicas 

Os efeitos da suplementação do meio KSOM com 20% de SFB ou 

4mg/ml de BSA em cultivo por 120h (Tab. 3) mostraram não haver diferença 

significativa (P>0,05) entre os grupos para a taxa de clivagem até 2-células. 

Entretanto, a adição de BSA a<p meio KSOM permitiu a continuidade do 



desenvolvimento embrionário in vitro, alcançando uma taxa de eclosão de 

13,5%, ao contrário do meio suplementado com SFB, no qual observou-se o 

bloqueio de 2-células. 

TABELA 3. Desenvolvimento de¡ embriões de 1-célula de Mus domesticus 
domesticus no meio KSOM suplementado com 20% de SFB ou 
4mg/ml de BSA. Porto Alegre, 1999. 

MEIOS 1c 2c BI Bx Be 

n1 n % n % n % n % 

KSOM + SFB 142 113a 79,6 0 0,0 -

KSOM + BSA 141 118a 83,0 58 41,1 38 26,9 19 13,5 
1 Dados de 2 replicações. 
a Valores seguidos de letras iguais na mesma coluna não apresentam diferença estatística 

(P>0,05). 

4.1.3. Tampão iónico 

A adição de 20 e 25mM de HEPES aos meios HTF e KSOM, 

respectivamente, proporcionou um aumento no número de BI, em relação ao 

meio KSOM sem HEPES (Tab. 3) e, além disto, um acréscimo uniforme no 

desenvolvimento até a eclosão, para ambos os meios (Tab. 4). 
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TABELA 4. Desenvolvimento de embriões de 1-célula de Mus domesticus 
domesticus nos meios HTF e KSOM suplementados com BSA e 
20 e 25mM de HEPES, respectivamente. Porto Alegre, 1999. 

MEIOS 1c 2c BI Bx Be 

n1 n % n % n % n % 

HTF 146 123a 84,2 88a 60,3 86a 58,9 82a 56,2 

KSOM 159 135a 84,9 95a 59,7 94a 59,1 93a 58,5 
1 Dados de~2 replicações. 
a Valores seguidos de letras iguais na mesma coluna não apresentam diferença estatística 

(P>0,05). 

4.1.4. Influência da glicose 

Para concluir a fase 1, avaliaram-se os meios HTF e KSOM 

suplementados com BSA e HEPÇES, com diferentes períodos de retirada da 

GLI (24 e 48h) a partir do início do cultivo dos embriões de 1-célula (Tab. 5 e 

6). 

TABELA 5. Desenvolvimento de embriões de 1-célula de Mus domesticus 
domesticus nos meios HTF e KSOM suplementados com BSA e 
HEPES com presença da glicose a partir de 24h do início do 
cultivo. Porto Alegre, 1999. 

GRUPOS 1c 4c BI Bx Be 

n1 n % n % n % n % 

HTF 197 159a 80.7 101b 51.2 90b 45.7 79b 40.1 

KSOM 227 187a 82,4 156a 68,7 147£ ' 64,7 134a 59,0 
1 Dados de 2 replicações. 
a' Valores seguidos de letras diferentes na mesma coluna apresentam diferença 

significativa (P<0,05). 
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TABELA 6. Desenvolvimento de embriões de 1-célula de Mus domesticus 
domesticus nos meios HTF e KSOM suplementados com BSA e 
HEPES com presença da glicose a partir de 48h do início do 
cultivo. Porto Alegre, 1999. 

Grupos 1c 4c BI Bx Be 

n1 n % n % n % n % 

HTF 488 428a 87.7 328a 67.7 319a 65.3 248a 50.8 

KSOM 458 400a 87,3 332a 72,5 314a 68,5 233a 50,8 
] Dados de 3 replicações. 
a Valores seguidos de letras iguais na mesma coluna não apresentam diferença estatística 

(P>0,05). 

4.2. FASE 2 

4.2.1. Cultivo in vitro dos embriões 

O experimento 1 foi realizado após a seleção dos meios de cultivo 

(HTF e KSOM), da fonte proteica (4mg/ml de BSA), do uso do tampão iónico 

(20 e 25mM de HEPES) e da glicose. Neste experimento foram cultivados 

755 embriões de 1-célula, divididos em 2 grupos: HTF e KSOM, nas 

condições acima mencionadas, ppr 120h até a eclosão (Tab. 7). 
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TABELA 7. Desenvolvimento de embriões de 1-célula de Mus domesticus 
domesticus nos meios HTF e KSOM suplementados com 20 e 
25mM de HEPES, respectivamente. Porto Alegre, 1999. 

MEIOS 1c 4c BI Bx Be 

n1 n % n % n % n % 

HTF 332 290a 87,3 247a 74,4 242a 72,9 176a 53,0 

KSOM 423 375a 88,6 304a 71,8 294a 69,5 261a 61,7 
1 Dados de 2 replicações. 
a Valores seguidos de letras iguais na mesma coluna não apresentam diferença estatística 

(P>0,05). 

4.2.2. Viabilidade após exposiçãq às soluções crioprotetoras 

No experimento 2 avaliou-se a taxa de sobrevivência embrionária de 

152 BI (grau 1) de Mus domesticus domesticus expostos às soluções 

crioprotetoras. Após a passagem pelas soluções VS1 e VS2, os embriões 

foram colocados novamente em cultivo, por mais 48h, e então avaliados pelo 

número de eclosões (Tab. 8). 

TABELA 8. Viabilidade embrionária in vitro após exposição às soluções de 
vitrificação de blastocistos de Mus domesticus domesticus 
cultivados a partir de embriões de 1-célula no meio KSOM. Porto 
Alegre, 1999. 

Tratamentos Expostos Eclodidos 

n1 n % 

VS I 51 42a 82,3 

VSII 51 40a 78,4 

Controle 50 43a 86,0 

Dados de 1 replicação. 
a Valores seguidos de letras iguais na mesma coluna não apresentam diferença estatística 

(P>0,05). 
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4.2.3. Viabilidade após vitrificação 

No experimento 3 avaliou-se a viabilidade embrionária in vitro de 140 

BI (grau 1 ) de Mus domesticus dçmesticus através da taxa de eclosão após 

a criopreservação e cultivo por 48h. Após a desvitrificação, foi realizada a 

retirada do crioprotetor diretamente em solução de PBS + 0,4% de BSA 

(Tab. 9). 

TABELA 9. Viabilidade embrionária in vitro após vitrificação de blastocistos 
de Mus domesticus domesticus cultivados a partir de embriões 
de 1-célula no meio KSOM. Porto Alegre, 1999. 

Tratamentos Vitrificados Eclodidos 

n1 n % 

VS I 70 32a 45,7 

VSII 70 28a 41,4 

' Dados de 1 replicação. 
a Valores seguidos de letras iguais na mesma coluna não apresentam diferença estatística 

(P>0,05). 
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5. DISCUSSÃO 

Embora o primeiro meio e|aborado para o cultivo in vitro de embriões 

de mamíferos, KRB + BSA em 5% C02, tenha sido descrito por Whitten 

(1956), aparentemente foi Hammond, em 1949, quem deu início à esta 

biotécnica cultivando embriões de camundongos de 8-células até BI em 

solução salina acrescida de gemp de ovo. Ainda, de valor histórico foram as 

pesquisas de Biggers; McLaren (1958) que obtiveram os primeiros fetos 

nascidos a partir de BI de camundongos despigmentados, cultivados in vitro 

desde o estádio de 8-células e transferidos para receptoras pigmentadas. 

Na década seguinte, intrpduziu-se o piruvato e o lactato ao meio 

BMOC-2 (Brinster, 1965; 1967) e surgiram os primeiros estudos com 

embriões de humanos fertilizados in vitro e cultivados em meios semi-

definidos suplementados com SFB ou BSA (Edwards et ai., 1969; 1970). 

A partir daí, inúmeras pesquisas proporcionaram grande avanço na 

formulação dos meios de cultivo, como a elaboração do meio HTF com base 

na composição do fluido do oyiduto humano (Quinn et al., 1985) e as 

modificações no meio BMOC-2, que passou a ser denominado CZB, 

segundo Chatot etal. (1989). 

Estudos desenvolvidos no início da década de 90 promoveram 

importantes modificações nos meios de cultivo, que proporcionaram o 
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completo desenvolvimento embrionário in vitro em algumas espécies 

(Gardner; Leese, 1990). 

Nos anos seguintes, intensificadas as pesquisas e tendo o Mus 

domesticus domesticus como rrjodelo experimental, registrou-se o cultivo 

bem sucedido a partir de embriões de 1-célula atingindo taxas de BI de 48% 

(Chatot et al., 1989) e 71% (Cfiatot et al., 1990) em meio CZB, de 88% 

(Erbach et al., 1994) e 90% (Summers et al., 1995) em meio KSOM e de 

92% (O'Neill, 1997) em meio HTF. Levando em consideração estas 

informações foram desenvolvidos os pré-experimentos da presente 

pesquisa. Do mesmo modo, a esçolha dos animais (CFIxSWISS) baseou-se 

nos estudos sobre linhagens de camundongos que apresentam 

(heterogênicas) ou não (isogênicas) o bloqueio de desenvolvimento in vitro 

(Whitten; Biggers, 1968; Whittingham, 1971a; Muggleton-Harris et al., 1982 e 

Goddard; Pratt, 1983).. 

Na fase 1, os embriões de 1-célula de linhagens heterogênicas 

cultivados no meios CZB, HTF e KSOM suplementados com 20% de SFB 

não se desenvolveram além dp estádio de 2-células, corroborando os 

achados de Whitten; Biggers (19^8) e Whittingham (1971a). 

A interrupção do desenvolvimento embrionário foi devido, 

provavelmente, ao fenómeno designado como bloqueio de 2-células, o qual 

ocorre no cultivo in vitro d^ embriões de algumas linhagens de 



38 

camundongos (Whitten; Biggers, 1968). Diante destas observações passou-

se a considerar a influência de um componente genético (Whittingham, 

1971a) para o sucesso do cultivo in vitro. 

Na opinião de Bensaude et al. (1983), o bloqueio de desenvolvimento 

se deve à interrupção da maioria dos processos de transcrição logo após a 

primeira clivagem, caracterizadqs pela degradação do RNAm materno e 

ativação do genoma embrionárip no final do estádio de 2-células, tendo 

como consequência alteraçõep drásticas na síntese de proteínas. 

Igualmente, Brinster (1967) afirmou que há um decréscimo do conteúdo total 

das proteínas embrionárias durante os primeiros 3 dias de desenvolvimento 

na ordem de 25%. 

Utilizando cruzamentos recíprocos entre linhagens heterogênicas e 

isogênicas, Goddard; Pratt (1983) demonstraram que o bloqueio de 2-células 

no cultivo in vitro é um fenómeno de regulação materna. Transferindo o 

citoplasma de embriões de linhagens isogênicas para embriões de linhagens 

heterogênicas, Muggleton-Harris et al. (1982) e Pratt; Muggleton-Harris 

(1988) demonstraram que o bloqueio é mediado por um componente 

citoplasmático do oócito (materno), o qual pode estar ausente em embriões 

de linhagens heterogênicas. 



39 

Para Telford et al. (1990), p bloqueio parece coincidir com o momento 

da ativação do genoma embrionário, o qual pode ocorrer em diferentes 

estádios de desenvolvimento nas diversas espécies. 

Por outro lado, Bavister (1995) apresentou uma série de razões 

contestando estas afirmações: 1) a ativação do genoma embrionário ocorre 

progressivamente durante o período de pré-implantação, sendo improvável 

que o bloqueio ocorra em determinado estádio de desenvolvimento; 2) a 

ocorrência do bloqueio em várias espécies coincide com o momento de 

transição dos estádios de desenvolvimento do oviduto para o útero; 3) a 

produção inadequada de enerqia devido à composição inadequada de 

nutrientes ou de substratos energéticos do meio de cultivo e ainda, 4) a 

produção de componentes tóxicos e radicais livres que podem causar danos 

às membranas celulares, elevar o pH intracelular e/ou alterar a função 

mitocondrial. 

Embora tenha ocorrido 100% de bloqueio no presente experimento, 

registrou-se um índice de clivagem até 2-células no meio KSOM 

significativamente superior (P<0,05) ao que foi observado nos meios CZB e 

HTF (Tab. 2). 

No experimento para se avaliar as fontes proteicas, o meio KSOM 

suplementado com 20% SFB ou 4mg/ml BSA (Tab. 3) proporcionou taxas de 

clivagem até 2-células semelhantes (P>0,05), sendo este o limite de 
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desenvolvimento para os embriqes cultivados em meio KSOM + SFB. Por 

outro lado, 83% dos embriões cultivados em KSOM + BSA ultrapassaram o 

bloqueio, dos quais 41,1% chegaram a BI e 13,5% a Be. 

Estes resultados são inferiores aos obtidos por Erbach et al. (1994) e 

Summers et al. (1995), que conseguiram 88,1 e 90% de BI cultivando 

embriões a partir de 1-célula (CF1) em meio KSOM + BSA. 

Portanto, a comparação entre os resultados das tabelas 2 e 3, torna 

evidente que a adição de 4mg/ml de BSA ao meio KSOM não somente 

melhorou o índice de clivagem inicial, como permitiu a continuidade do 

desenvolvimento embrionário in vitro. Concordando com estes achados, 

Fitzgerald; Di Mattina (1992) observaram que a adição de soro aos meios 

CZB e Earle's para o cultivo in vitro de embriões de humanos provocou uma 

diminuição na taxa de sobrevivência embrionária. Na opinião de Maurer 

(1992), o soro pode fornecer elementos benéficos ao meio de cultura como 

substratos energéticos, aminoácidos, vitaminas e fatores de crescimento, 

mas pode ser também altamente tóxico para o embrião, devido às alterações 

químicas decorrentes do processp de coagulação sangüínea. 

Contrariando estas observações, Caro; Trounson (1984) relataram 

não haver diferença no cultivo in vitro de embriões de murinos, usando SFB, 

BSA ou nenhuma proteína no meio de cultivo. 
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A utilização de BSA nos meios de cultivo pode estimular ou inibir a 

proliferação e o crescimento celu|ar de acordo com a pureza química e a sua 

concentração (Thomassen, 198$). Em um estudo anterior, embriões de 

murinos ultrapassaram o bloqueio com o aumento na concentração de BSA, 

de 1 para 4mg/ml (Whittingham, 1969), dosagem esta também empregada 

neste estudo e que possibilitou a continuidade do desenvolvimento 

embrionário. 

Como forma de evitar os efeitos deletérios de contaminantes, 

incluindo ácidos graxos livres, Bavister (1995) recomendou o uso de BSA 

'fração V' com 96 a 99% de pureza. O efeito benéfico de proteínas, tal como 

a BSA, é que elas podem ser consumidas pelo embriões via endocitose e, 

os aminoácidos formados vão participar de processos metabólicos e 

anabólicos (Brinster, 1965; Whittingham, 1971a). 

A adição do tampão iónico HEPES aos meios HTF e KSOM registrou um 

incremento considerável e mais uniforme em todas as fases do 

desenvolvimento pré-implantação (Tab. 4), proporcionando taxas de 

crescimento embrionário semelhantes (P>0,05) de BI (60,3 e 59,7%) e de Be 

(56,2 e 58,5%), respectivamente. 

O mesmo observaram Wütke; Walz (1990) e Montagner et al. (1998), 

onde a adição do HEPES proporcionou melhor equilíbrio iónico aos meios de 

cultivo, sendo que estes últimos autores ressaltam que mesmo incubadoras 
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de alta precisão estão sujeitas às variações de pH devido as manipulações e 

quedas de energia. Corroborando estas observações, Brinster (1965) e 

Lawitts; Biggers (1991) afirmaram que a presença do tamponante HEPES 

mantém o pH entre 7,10 e 7,20 e a osmolaridade entre 270 e 290mOsm/Kg. 

O último experimento da fase 1 avaliou a capacidade de adaptação in 

vitro de embriões de 1-célula expostos a_diferentes períodos de cultivo sem 

GLI (Tab. 5 e 6). Os embriões cultivados em meio HTF e KSOM com GLI 

após 24h do início do cultivo (2-células) não apresentaram diferença 

significativa (P>0,05) nas taxas de desenvolvimento até o estádio de 4-

células, porém a partir do estádio de BI o meio HTF apresentou decréscimo 

acentuado em relação ao meio KSOM (Tab. 5) na capacidade de promover o 

desenvolvimento embrionário. 

A alta concentração de GL| no meio HTF (2,78mM), 14 vezes superior 

à concentração no meio KSOM (0,20mM), presente no período entre 2 e 4-

células, provavelmente foi a responsável por menores taxas (P<0,05) de BI 

até Be (Tab. 5). Quando os embriões foram cultivados e transferidos para os 

meios HTF e KSOM com GLI após 48h do início do cultivo (4-células), a 

uniformidade nos índices de clivagens de ambos os meios (P>0,05) tornou-

se marcante (Tab. 6). A presente comprovação do efeito bifásico da GLI no 

cultivo de embriões de camundongos, inibitória nas primeiras 48h de cultivo 

e fundamental após a fase de compactação veio confirmar as afirmações de 
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Chatot et al. (1989, 1990); Lawjtts; Biggers (1991) e Brown; Whittingham 

(1992). 

Hsieh et al. (1979) e Chi ef al. (1988), pesquisando o perfil enzimático 

de embriões de murinos pré-implantação, demonstraram que embriões de 1 

e 2-células acumulam glicogênio, para que haja uma liberação progressiva e 

a GLI seja utilizada como fonte energética primária após a compactação. 

Posteriormente, Leppens-Luisier; Sakkas (1997) concluíram que durante o 

período de pré-implantação a G?LI é utilizada em diferentes estádios por 

diferentes vias, podendo ser armazenada como glicogênio e destinada ao 

ciclo de Krebs ou então, consumida na via glicolítica, dependendo da 

atividade enzimática presente. 

Conaghan et al. (1993), mensurando o consumo de diferentes 

substratos em meio de Earle's, também observaram efeito inibitório da GLI 

sobre o desenvolvimento de embriões de humanos somente nos estádios 

iniciais de desenvolvimento, sendo fundamental a partir do estádio de 8-

células. O consumo da GLI foi mínimo (8pmol/embrião/h) nas primeiras 

48h, aumentando significativamente (P<0,001) a partir dos dias 4-5 

(20pmol/embrião/h) e 5-6 (34pmol/embrião/h) do início do cultivo. Os autores 

afirmaram ser peculiar e contraditória a escolha do momento ideal para se 

adicionar a GLI ao cultivo. Para Chatot et al. (1989), melhores resultados 

foram obtidos quando adicionaram a GLI após o bloqueio de 2-células e a 

ativação do genoma embrionário em camundongos (entre 2 e 4-células). Já 
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Fitzgerald; Di Mattina (1992) adicionaram a GLI no estádio de 4-células, ou 

seja, no momento ou logo após o bloqueio e ativação do genoma 

embrionário humano. 

As taxas de BI produzidas em KSOM (72,5%) e HTF (67,7%) no 

presente ensaio foram superiores aos 60,0% de BI obtidos por Gardner; 

Leese (1990) e inferiores aos 80% alcançados por Ho et al. (1995) no cultivo 

contínuo de embriões de 1-célula de diversas linhagens heterogênicas. 

Ainda, foram inferiores aos resultados de Erbach et al. (1994) e Summers et 

al. (1995), com 88,0 e 96,9-100,0% de BI, respectivamente, obtidos a partir 

de embriões de 1-célula cultivados em meio KSOM suplementado com GLI 

em todo o cultivo. Provavelmente, os baixos resultados obtidos com a 

retirada da GLI por 24 (Tab. 5) ou 48h (Tab. 6) do início do cultivo em 

relação ao cultivo contínuo foram devidos à sua interação com outros 

componentes (aminoácidos, lactato, piruvato, GLU), ou então à efeitos 

decorrentes da manipulação dos embriões. 

Apesar das várias pesquisas desenvolvidas até o momento, o 

mecanismo pelo qual a GLI exerce efeito inibitório sobre o desenvolvimento 

de embriões de mamíferos in vitro ainda não está bem claro. 

Schini; Bavister (1988) e Seshagiri; Bavister (1991), estudando o 

bloqueio de desenvolvimento in vitro em embriões de hamster, propuseram 

que a GLI, provavelmente, inibe a atividade do Ciclo de Krebs através de um 
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fenómeno conhecido como 'Efeito Crabtree' (Crabtree, 1929), no qual a GLI 

induz à uma maior atividade glicolítica, esgotando as reservas de ATP 

(Adenosina tri-fosfato) necessárias à respiração e fosforilação oxidativa, com 

conseqüente inibição do desenvolvimento embrionário. Segundo os mesmos 

autores, a presença simultânea de GLI e fosfato intracelular (Pi) pode 

estimular a glicólise em três níveis: enquanto a GLI é o substrato da glicólise, 

o Pi estimula a produção das enzimas glicolíticas (hexoquinase, fosfo-

frutoquinase e gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase) e também é utilizado 

nas reações de fosforilação. O efeito em rede direciona o Pi para a glicólise 

com conseqüente desorganização do metabolismo mitocondrial. Isto poderia 

resultar em baixa produção de ATP, levando à diminuição ou ao bloqueio de 

desenvolvimento embrionário. Na ausência de GLI, o Pi poderia estimular a 

quebra do glicogênio armazenado, formando GLI-6P. Novamente, o estímulo 

da glicólise e o desvio do Pi resultariam numa insuficiente produção de ATP 

e inibição do desenvolvimento embrionário. Entretanto, na ausência de 

fosfato exógeno (Pe), a via glicolítica provavelmente não é estimulada 

(Anexo - Fig. 1 ). 

Assim como Erbach et al. (1994); Summers et al. (1995) e Leppens-

Luisier; Sakkas (1997), que compararam o uso do meio KSOM com outros 

meios, no presente estudo observou-se que a GLI não é inibitória ao 

desenvolvimento do embrião 1-célula de camundongo até Be na presença 

de baixas concentrações de fosfato, tanto no meio KSOM (0,35mM), quanto 

no meio HTF (0,01 mM). 
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Para que estas explicações possam se tornar realmente consistentes 

há necessidade de se conduzir experimentos com mensuração da 

respiração (teste respirométrico) dos embriões cultivados em condições 

idênticas àquelas anteriormente descritas (Schini; Bavister, 1988). 

No experimento de cultivo in vitro de embriões, na fase 2, os embriões 

cultivados em meio HTF e KSOM suplementados com BSA, HEPES e GLI 

em todo o cultivo (Tab. 7) apresentaram desenvolvimento superior aos 

experimentos anteriores. Em nenhuma das fases do crescimento 

embrionário observou-se diferença significativa (P>0,05) entre os meios, 

sendo o aumento do número de células homogéneo até a eclosão. O meio 

HTF apresentou uma ligeira superioridade em promover o desenvolvimento 

até o estádio de Bx (72,9% versus 69,5%), porém o meio KSOM 

proporcionou maior número de Be (61,7% versus 53,0%) ao final de 120h de 

cultivo. 

É importante salientar que além da participação de um componente 

genético (Whittingham, 1971a; Muggleton-Harris et al., 1982; Goddard; Pratt, 

1983; Pratt; Muggleton-Harris, 1988), a habilidade dos embriões de 1-célula 

de se desenvolverem in vitro sofre a ação de outros fatores, como 

componentes dos meios (Whittingham, 1969; Caro; Trounson, 1984; Zigler et 

al., 1985; Maurer, 1992; Montagner et al., 1998) e condições de cultivo 

(Whittingham, 1971a; Hogan et ai., 1986; Van Winkle et al., 1990; Lawitts; 
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Biggers, 1991; Biggers et ai, 1993; Bavister, 1995; Hafez, 1995; Dawson; 

Baltz, 1997). 

Por representar mais de 98% dos componentes dos meios de cultivo, 

a qualidade da água é extremamente importante. Na presente pesquisa 

utilizou-se água purificada por filtração (Sistema MilliQ), tendo em vista as 

observações de Whittingham (1971a), "Hafez (1995) e Hogan et al. (1986). 

Do mesmo modo, tomou-se o cuidado de adicionar EDTA aos meios, 

evitando que o armazenamento por tempo prolongado pudesse causar 

contaminação por possíveis metais pesados (Abramczuk et ai, 1977). 

Como preconizou Whittingham (1971a), no intuito de fornecer aos 

embriões condições semelhantes àquelas encontradas no oviduto e lúmen 

uterino, as estufas foram supridas com concentração de 5% CO2. Altos 

níveis de CO2 inibem a ação da enzima fosfofrutoquinase, determinando o 

bloqueio da glicólise em embriões pré-compacíados in vitro (Bavister, 1988). 

Outros trabalhos sobre o metabolismo embrionário também observaram que 

a redução da concentração de CO2 para níveis entre 5 e 7% aumentam 

significativamente a taxa de blastocistos (Chatot et ai, 1990). 

Por outro lado, conforme Chatot et ai (1989); Lawitts; Biggers (1991); 

Biggers et al. (1993) e Dawson; Baltz (1997), a osmolaridade dos meios 

deve ser corrigida para valores entre 270 e 290m0sm/kg para permitir o 

desenvolvimento in vitro de embriões de 1-célula até BI, embora no fluido 
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normal do oviduto de camundongas prenhes ela esteja próxima de 

360m0sm/kg. 

Desta forma, o sucesso do cultivo in vitro de embriões de Mus 

domesticus domesticus a partir do estádio de 1-célula até Be, registrado 

neste experimento, aparentemente foi devido à otimizaçáo das condições de 

cultivo e dos meios utilizados, alcançada durante a fase 1. 

As taxas de eclosão dos BI expostos às soluções crioprotetoras VS1 e 

VS2 (Tab. 8) não apresentaram diferença estatística quando comparados 

entre si e com o grupo controle (P>0,05), atingindo percentuais de 82,3; 78,4 

e 86% de eclosão, respectivamente. 

Estes valores estão muito próximos daquele relatado por Ishimori et 

al. (1992b) que expuseram BI murinos por 2min à uma solução composta 

(4,5M EG + 3,4M DMSO) e obtiveram 79% de Be. Contudo, são inferiores 

aos resultados de Valdez et al. (1992), com taxas de sobrevivência de 95,4 e 

96,2% para os métodos 'one' e 'two step' (P>0,05), respectivamente, e de 

Zhu etal. (1993) com as soluções EFS20, EFS30 e EFS40, com 100, 100 e 

90% de sobrevivência. 

A menor toxicidade do EG em relação á outros crioprotetores (DMSO, 

GLY e PG), devido ao seu baixo peso molecular, permite uma maior 

permeabilidade para o interior da célula durante um menor período de 
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exposição, com consequente rápido efluxo das células após aquecimento, 

prevenindo as injúrias de origem tóxica e osmótica. Quando o tempo de 

exposição de embriões de mamíferos às soluções de vitrificação foi superior 

a 2min provocou uma redução brusca na sobrevivência embrionária, 

conforme estudos de Ishimori et al. (1992b) eZhu etat. (1993) em murinos. 

As características de permeabilidade dos embriões são específicas 

para cada crioprotetor, determinando a dependência do tempo para que se 

estabeleça a relação entre a concentração intracelular do crioprotetor e a 

capacidade em promover a proteção contra os danos da criopreservação. 

Para Ishimori et al. (1992b), a toxicidade produzida por altas concentrações 

de crioprotetores pode ser evitada de diversas formas: menor tempo de 

exposição, redução da temperatura, inclusão de aditivos crioprotetores ou 

equilíbrio em duas ou mais etapas. Corroborando estas afirmações, Cseh et 

al. (1998) observaram que uma baixa concentração de EG (3,0M EG + 

0,25M SAC + 10% SFB) permitiu o aumento do tempo de exposição para 

20min, sem apresentar efeito tóxico, proporcionando resultados similares 

(P>0,05) nos grupos tratamento (93%) e controle (98%). 

Da mesma forma que Valdez et al. (1992), observou-se no presente 

experimento que o equilíbrio em 'two step' (VS1) proporcionou uma taxa de 

sobrevivência embrionária levemente superior ao equilíbrio em 'one step' 

(VS2), apesar de não apresentar diferença significativa (P>0,05). 
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Paixão Côrtes (1998) observou que a redução do tempo de exposição 

para soluções altamente concentradas é fundamental, pois o baixo peso 

molecular do EG proporciona alta permeabilidade para o interior das células 

embrionárias em curto período de exposição (< 2min).

Apesar da utilização de soluções de vitrificação semelhantes, os 

resultados do presente experimento foram inferiores aos obtidos por Paixão 

Côrtes (1998), cujas taxas de sobrevivência foram de 91% (VS1) e 90% 

(VS2). Esta diferença pode ser explicada pelo estresse causado pelo 

manuseio dos embriões durante o cultivo in vitro, enquanto aquele autor 

trabalhou com BI murinos recém-coletados.

No experimento de viabilidade após vitrificação, 140 BI cultivados in 

vitro em meio KSOM e submetidos à vitrificação nas soluções VS1 e VS2 

apresentaram resultados similares (P>0,05) quanto às taxas de eclosão 

(Tab. 9), com tendência de melhor sobrevivência no grupo tratado com a 

solução VS1. Como estes achados já haviam sido observados no 

experimento 2, comprovou-se que tanto após-exposição como após- 

vitrificação, a adição dos crioprotetores em etapas (VS1) apresentou ligeira 

superioridade sobre a exposição direta (VS2), coincidindo também, com as 

observações de Zhu et ai. (1993) e Paixão Côrtes (1998). Na opinião de 

Paixão Côrtes (1998), a exposição direta dos embriões à altas 

concentrações de EG, possivelmente, poderia causar danos irreversíveis na
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organização do citoesqueleto das células embrionárias, produzindo menor 

número de Be. 

Estes resultados foram superiores aos 25 e 26% de sobrevivência 

pós-descongelamento obtidos por Lopes (1989), que vitrificou BI murinos 

recém-coletados em solução 20% GLY + 0,5M SAC após equilíbrio em 10% 

GLY + 0,25MSAC por 10min e 10% GLY + 20% PG, respectivamente, e 

próximos aos 45,8% de Horlacher; Brem (1994) que utilizaram soluções 

compostas por 25% EG + 25% 1,2-PPD após equilíbrio por 10min em 10% 

EG + 20% 1,2-PPD. 

Por outro lado, foram inferiores aos encontrados por Ishimori et al. 

(1991a, b) e Horlacher; Brem (1994), que utilizando uma mesma solução à 

base de 25% EG + 25% DMSO após equilíbrio em 12,5% EG + 12,5% 

DMSO por 5, 2 e 2min, respectivamente, obtiveram 79, 80 e 75,5% de 

eclosão. Da mesma forma, Miyake et al. (1993) e Zhu et al. (1993) expondo 

BI e Bx murinos diretamente à solução EFS40 (40% EG + 18% FICOLL + 

0,3M SAC) por 2 e 5min, alcançaram 79 e 66% de eclosão, respectivamente. 

Da literatura consultada, apenas Cseh et al. (1997) vitrificaram 

embriões de murinos em vários estádios de desenvolvimento, após o cultivo 

in vitro a partir de 1-célula em meio HTF + 4mg/ml BSA, em solução de 3M 

EG + 0,25M SAC +10% SFB após equilíbrio por 2min em vapor de N2L. As 

taxas de re-expansão observadas foram de 80% para Mo/Bj e 17% para 
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Bl/Bx, grupo este bastante inferior aos da presente pesquisa. Estes autores 

afirmaram que o estádio de desenvolvimento em que os embriões foram 

sujeitos ao procedimento afetou a sobrevivência embrionária. 

Os resultados da presente pesquisa vieram corroborar os de Paixão 

Cortes (1998), que utilizando soluções de vitrificação semelhantes em BI 

murinos recém-coletados, registrou 49% (VS1) e 39% (VS2) de 

sobrevivência. Conforme este mesmo autor, a presença de 0,3M SAC na 

solução VS2, possivelmente, promoveu uma desidratação mais adequada 

impedindo uma maior permeação do EG, diminuindo os efeitos tóxicos da 

solução. Ressalte-se que estes ensaios representam a continuidade da linha 

de pesquisa em criopreservação de embriões de Mus domesticus 

domesticus do Laboratório de Embriologia e Biotécnicas de Reprodução da 

Faculdade Veterinária da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 

A sobrevivência embrionária observada em VS1 (45,7%) e em VS2 

(41,4%), utilizando-se a técnica descrita por Vajta et ai. (1997) modificada na 

vitrificação de embriões cultivados, foi semelhante aos índices descritos por 

Paixão Cortes (1998) que, trabalhando nas mesmas condições laboratoriais, 

obteve 49% em VS1 e 39% em VS2 após vitrificar BI recém coletados. 
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6. CONCLUSÕES 

Dentro das condições em que foi conduzido o presente trabalho, 

pode-se concluir que: 

a) os meios HTF e KSOM acrescidos de 4mg7mL de BSA e 20 e 25mM de 

HEPES, respectivamente, são capazes de proporcionar o 

desenvolvimento in vitro a partir de embriões 1-célula Mus domesticus 

domesticus até o estádio de Be; 

b) a viabilidade embrionária dos BI Mus domesticus domesticus expostos às 

soluções VS1 e VS2 foi semelhante ao grupo controle; 

c) as soluções de vitrificação VS1 e VS2 mostraram-se eficientes (P>0,05) 

para a vitrificação de BI Mus domesticus domesticus cultivados in vitro; 
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Figura 1. Representação esquemática da eficiência relativa da glicólise e 
oxidação mitocondrial no cultivo in vitro de embriões de 8-células 
de hamster na ausencia e presença de GLI / Pi. 
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Fonte: Adaptado de Seshagiri; Bavister (1991). 


