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Avaliação da sensibilidade de zigotos a Brucella abortus para o estabelecimento de
um modelo experimental em estudos de interações embriões-patógenos.
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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar in vitro a sensibilidade de zigotos murinos à Brucella
abortus, a fim de estabelecer um modelo acessível para o estudo de interações embriões-patógenos.
Para a coleta dos zigotos, foram utilizados camundongos fêmeas (Swiss Webster) acasaladas com
machos inteiros, após superestimulação ovariana. Para a infecção foi utilizada a bactéria B. abortus
1119.3 e a suspensão foi preparada no momento da inoculação (diluição de 106 bactérias/mL). Os
zigotos foram separados em controle e infectados (30 µL da suspensão de bactérias), e após 24 e 96h
foram analisados quanto à morfologia e taxa de clivagem. No grupo controle não foram verificadas
alterações morfológicas, já no infectado foi possível verificar a presença de blastômeros irregulares,
falha de divisão, citoplasma com granulação e aspecto degenerativo. As taxas de clivagem após 24h
foram de 77,4% (controle) e 59,2% (infectados) (χ2 de 0,001674; p < 0,05) e após 96h de infecção 14,5%
(controle) e 7% (infectados) (χ2 de 0,141616; p < 0,05). Considerando os resultados pode-se concluir
que os zigotos murinos são sensíveis à B. abortus após exposição in vitro. Provavelmente os zigotos
murinos possam ser utilizados como modelo experimental, de baixo custo e fácil acesso, para estudos
da interação embrião-B. abortus.
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ABSTRACT

EVALUATION OF SUSCEPTIBILITY OF MOUSE ZYGOTES TO BRUCELLA ABORTUS FOR
ESTABLISHMENT OF AN EXPERIMENTAL MODEL FOR PATHOGEN-EMBRYO INTERACTION
STUDIES. The aim of this study was evaluate in-vitro the susceptibility of mouse zygotes to Brucella
abortus, with the purpose of establishing an accessible model for embryo-pathogen interaction studies.
The female mice (Swiss Webster) were superovulated and mated with fertile males of the same strain,
and then the zygote retrieval was performed. The bacterial suspension was prepared at the moment
of inoculation, and the dilution was 106 brucellas/mL. The zygotes were divided into control and
infected groups (30 mL of the bacterial suspension); after 24 and 96h their morphology and viability
were analyzed. Morphological changes were not observed in the control group, but the infected one
presented irregular blastomers, defective cleavage, granular cytoplasm with degenerative-like
morphology. The cleavage rates were 77.4% (control) and 59.2% (infected) (χ2 de 0.001674; p < 0.05) after
24h, and after 96h 14.5% (control) and 7% (infected) (χ2 de 0.141616; p < 0.05). According to the data, mice
zygotes are susceptible to B. abortus in-vitro infection. Probably they could be used as an efficient and
accessible experimental model for studies of embryo-pathogen interactions.

KEY WORDS: Embryos, animal brucelosis, animal reproduction, animal model.

INTRODUÇÃO

O advento de técnicas bem sucedidas para a
criopreservação de embriões impulsionou a
comercialização da transferência (TE) e da produção
in vitro de embriões (PIV) (STRINGFELLOW et al., 1986). Do
ponto de vista epidemiológico, as novas tecnologias
representam um desafio para o controle da transmis-
são de doenças, pois produzem novos ambientes e

manipulação excessiva do material, possibilitando
uma maior chance de contaminação e disseminação
de patógenos (STRINGFELLOW et al., 2004). A maioria dos
sistemas usados para produzir embriões por fertiliza-
ção in vitro (FIV) requer meios complexos com algum
tipo de soro ou células de suporte, que provêm um
ambiente favorável para o desenvolvimento embrio-
nário (D’ANGELO et al., 2003a; GONÇALVES et al., 1997;
KRISHER & BAVISTER, 1998), mas que podem permitir

IdeaPad
Caixa de texto
DOI: 10.1590/1808-1657v73p2772006



278

Arq. Inst. Biol., São Paulo, v.73, n.3, p.277-282, jul./set., 2006

A.G. Galuppo et al.

com facilidade a introdução e manutenção de micror-
ganismos no sistema (D’ANGELO et al., 2002; GALUPPO

et al., 1998).
Em relação ao risco de transmissão de doenças por

transferência de embriões produzidos in vivo ou in
vitro, os resultados das pesquisas mostram que este
risco é menor quando comparado com animais vivos
(GUERIN et al., 1997). Entretanto, como muitas mudan-
ças ocorreram em relação às tecnologias empregadas
na manipulação dos embriões até o momento da
transferência, o controle do status sanitário do em-
brião tornou-se mais complexo.

São de particular interesse os agentes infecciosos
associados com tecidos ovarianos, tubáricos e
uterinos, bem como contaminantes externos
(STRINGFELLOW, 1998). A tendência da Brucella abortus
em se localizar no útero de bovinos levou à preocupa-
ção com a possibilidade de sua transmissão por pro-
cedimentos de reprodução animal. A Brucelose bovi-
na é uma zoonose causada pela B. abortus (AGUIAR et
al., 2001), possui distribuição mundial, acarretando
severos prejuízos de ordem econômica (RAMIREZ-
ROMERO, 1998; ROTH et al., 2003). Na espécie bovina, a
sintomatologia da enfermidade está principalmente
relacionada à esfera reprodutiva, levando tanto fême-
as quanto machos a subfertilidade e/ou infertilidade
(AGUIAR et al., 2001; DEL FAVA et al., 2003; RADOSTITIS et
al., 2000).

Deve-se notar que, a maioria dos autores enfatiza
que o risco de transmissão de B. abortus é mínimo
quando se trata de embriões com zona pelúcida (ZP)
intacta. Porém, com o desenvolvimento e uso comer-
cial de tecnologias como a fecundação in vitro (FIV), a
injeção intracitoplasmática de espermatozóide (ICSI),
a clonagem e técnicas para criação de animais
transgênicos, entre outras, podem ocorrer danos na
estrutura da ZP (STRINGEFELLOW et al., 2004). Certamen-
te, essas técnicas provocam uma grande mudança no
ambiente de PIV, o que possibilita oportunidades
para a amplificação e disseminação de patógenos,
como a B. abortus, anteriormente considerados sem
risco de transmissão. A avaliação do potencial de
dispersão de patógenos através das técnicas de PIV
ainda não está completa, e precauções definitivas
ainda não foram estabelecidas. Tendo isso em vista,
o presente estudo teve como objetivos, avaliar in vitro,
a sensibilidade de zigotos murinos a B. abortus cepa
1119.3  e estabelecer um modelo in vitro acessível e de
baixo custo para o estudo de interações embriões-
patógenos.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram utilizados 50 camundongos (Mus musculus)
Swiss Webster da colônia do biotério do Instituto

Biológico de São Paulo. Para o experimento foram
utilizadas fêmeas púberes, nulíparas, entre 6 a 8
semanas de idade, acasaladas com machos inteiros
da mesma linhagem e idade, após superestimulação
ovariana.

Os hormônios utilizados para superestimulação
ovariana foram a gonadotrofina coriônica eqüina
(eCG/PMSG) e a gonadotrofina coriônica humana
(hCG). Foram injetados, intraperitonealmente, por
animal 0,2 mL (5UI) de cada hormônio. Inicialmente,
as fêmeas receberam 0,2 mL de eCG/PMSG e após 46-
48h receberam 0,2 mL de hCG. Após a aplicação do
hCG foram colocadas 2 fêmeas para cada macho para
acasalamento. Dezoito horas após a aplicação do
hCG, foi realizada a coleta dos zigotos (HOGAN et al.,
1986).

A coleta dos zigotos teve início com o sacrifício das
fêmeas, executado por deslocamento cervical, pois é
um método rápido e indolor, além de não causar
danos aos embriões (PASSOS et al., 2002). Foi feita uma
abertura na pele e peritônio para a coleta dos ovidutos.
Os ovidutos foram mantidos aos pares, em gotas de
200 µL de meio de lavagem tamponado até que todos
os animais fossem sacrificados. Com o auxílio de uma
lupa e duas agulhas (16 x 0,5 mm), os ovidutos foram
abertos, os zigotos foram coletados e rapidamente
transportados para uma nova gota (200 µL) de meio
de lavagem. Os zigotos foram lavados por 30 segun-
dos em solução de pronase a 0,5% a 37º C, para total
remoção das células do cúmulos. Em seguida, foram
lavados em 3 gotas de meio de lavagem acrescido de
1% de soro fetal bovino (SFB) para inativação da
pronase (HOGAN et al., 1986).

Para a infecção foi utilizada a bactéria B. abortus
cepa 1119.3, cultivada em condições de microaerofilia
(5% CO2) em meio de agar-bisulfito, a 37º C. A suspen-
são de bactérias foi preparada no momento da
inoculação, em solução salina estéril, na diluição de
106 bactérias/mL.

Os zigotos foram separados em grupo controle e
grupo infectado, os quais foram mantidos em gotas de
100 µL de meio TCM 199 suplementado com 10% de
SFB e 0,2% de piruvato de sódio, sob óleo mineral
estéril. A cultura foi mantida em estufa a 5% de CO2,
90% de umidade e 37º C. A infecção foi feita com 30 mL
da suspensão de bactérias. Para padronização do
experimento foi adicionado às gotas do grupo contro-
le 30 µL de solução salina estéril. Após 24h e 96h de
infecção os zigotos foram avaliados quanto a sua
morfologia e viabilidade. A análise da morfologia foi
realizada sob microscópio óptico invertido e a análise
da viabilidade foi realizada através da avaliação da
taxa de clivagem dos embriões, na presença ou ausên-
cia do patógeno. Para essas análises foi utilizado um
microscópio, e os zigotos foram observados em um
aumento de 100X.
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RESULTADOS

Análise da morfologia embrionária

No grupo controle não foram verificadas altera-
ções morfológicas após 24 ou 96h de cultura (Figs. 1

e 4). Já no grupo infectado, foi possível verificar a
presença de alterações como blastômeros
assimétricos (Figs. 2, 3, 5 e 6), falha de divisão (Fig.
3), citoplasma com granulação e aspecto
degenerativo (Figs. 2, 3 e 6), em ambos os períodos de
incubação.

Fig. 6 - Mórula após 96h de infecção
com B. abortus (100x, 15X zoom)

Fig. 5 - Mórula após 96h de infecção
com B. abortus (100x, 10X zoom)

Fig. 4 - Mórula do grupo controle após
96h de incubação (100x, 10X zoom)

Fig. 3 - Embrião após 24h de infecção
com B. abortus (100x, 10X zoom)

Fig. 2 - Embrião após 24h de infecção
com B. abortus (100x, 10X zoom)

Fig. 1 - Embriões do grupo controle
após 24h de incubação (100x, 2X zoom)

Fig.7 - Taxa de clivagem de zigotos murinos após 24 e 96h da infecção com B. abortus nos grupos controle e infectado (*p < 0,05)
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Análise da viabilidade embrionária

Após 24h de exposição dos zigotos murinos à B.
abortus foi verificada a taxa de clivagem que, no grupo
controle, foi de 77,4% (89/115) e a do grupo infectado
foi de 59,2% (90/152). Pode-se verificar que a taxa de
clivagem do grupo infectado apresentou-se significa-
tivamente menor (χ2 de 0,001674; p < 0,05) do que a do
grupo controle. Após 96 horas de infecção, o grupo
controle apresentou 14,5% (9/62) de embriões com
mais de duas células, enquanto que o grupo infectado
apresentou apenas 7% (6/85), entretanto, estatistica-
mente a diferença entre esses dois grupos não foi
significativa (χ2 de 0,141616; p < 0,05) (Fig.7).

DISCUSSÃO

A cada nova tecnologia que surge na área de
reprodução animal ocorre uma mudança ambiental
capaz de influenciar o potencial de dispersão de
patógenos em um rebanho e, portanto, pode-se consi-
derar que a qualidade da manipulação dos gametas
e embriões é um importante fator relacionado a pos-
sibilidade de transmissão de doenças para a nova
população gerada (STRINGEFELLOW et al., 2004). O resul-
tado final do processo dependerá do estabelecimento
de controles adequados, assim como, da qualidade
técnica e ética dos profissionais envolvidos.

As altas concentrações de B. abortus utilizadas
nas suspensões experimentais foram utilizadas
para promover o máximo de oportunidade para
aderência ou entrada do microrganismo nos embriões
(STRINGEFELLOW et al., 1986). MALLEK  et al. (1984)
trabalhando com B. abortus utilizaram suspensões
de até 105 brucellas/mL para infecção de embriões
bovinos e de camundongos in vitro. STRINGFELLOW et
al. (1986) trabalharam com uma suspensão de 106

ufc/mL de B. abortus para infecção de embriões
bovinos in vitro. BIELANSKY  et al. (1997) utilizaram
em um estudo realizado com Campylobacter fetus,
para infecção de amostras de sêmen, uma concen-
tração de 108 ufc/mL da bactéria. Tendo como base
esses estudos, nesse trabalho foi utilizada uma
suspensão com 106 brucellas/mL para a infecção
dos zigotos murinos.

A escolha do camundongo como modelo experi-
mental foi baseada em trabalhos previamente publi-
cados (D’ANGELO et al., 2003d; MALLEK et al., 1984).
MALLEK et al., (1984) utilizaram embriões de camun-
dongo como modelo para o estudo das conseqüências
da contaminação in vitro desses embriões por B. abortus.
Utilizaram embriões com ZP intacta no estádio de
mórula, os quais foram expostos a concentrações
sucessivas de Brucella, partindo de 102 até 105

brucellas/mL. Após 24h de infecção, pode ser

verificada a ocorrência de alterações no desenvolvi-
mento dos embriões, sugerindo sua sensibilidade à  B.
abortus (MALLEK et al., 1984). Além da suscetibilidade
ao agente, sabe-se que os embriões de camundongo
são sensíveis a diferentes patógenos, são de fácil
acesso e baixo custo, o que os torna um excelente
modelo para estudos de interação embrião-patógeno
(D’ANGELO et al., 2001; GALUPPO & D’ANGELO, 1999).

Nesse trabalho, a avaliação da sensibilidade dos
zigotos ao patógeno foi realizada pela análise da sua
morfologia e viabilidade (através da taxa de clivagem),
após exposição à B. abortus por 24 e 96h. Quanto à
morfologia, no grupo controle, não foram verificadas
alterações após 24 ou 96h de cultura (Figs. 1 e 4). Já no
grupo infectado foi possível verificar a presença de
alterações, como blastômeros assimétricos, falhas na
divisão e citoplasma com granulação e aspecto
degenerativo em ambos os grupos (24h e 96h) (Figs. 2,
3, 5 e 6). Apenas na zona pelúcida não foram verificadas
alterações visíveis ao microscópio óptico (Figs. 1 a 6).
Em relação à taxa de clivagem, pode-se verificar que,
no grupo infectado, esta se apresentou significativa-
mente menor (59,2%) (χ2 de 0,001674; p < 0,05) do que
a encontrada para o grupo controle (77,4%) após 24h
de cultura (Fig. 7). Enquanto que após 96h de infecção
não foi obtida uma diferença significativa nessa taxa
(χ2 de 0,141616; p < 0,05) (Fig. 7). Os resultados estão
de acordo com os descritos por D’ANGELO et al. (2003)
onde foi possível verificar que zigotos murinos expos-
tos in vitro à B. abortus apresentaram alterações
morfológicas logo após as primeiras 24h de infecção.
Esses autores verificaram bloqueio no desenvolvi-
mento dos embriões infectados no estádio de 2 célu-
las, assim como granulação e retração do citoplasma
dos blastômeros, seguida de degeneração
citoplasmática. STRINGFELLOW et al. (1986) observaram
que a cultura de embriões na presença de B. abortus por
até 18h não promove nenhum efeito prejudicial ao seu
desenvolvimento, porém após esse período, os em-
briões começaram a apresentar sinais de degenera-
ção. Sabe-se que as condições de cultivo de embriões
precisam mimetizar ao máximo o ambiente encontra-
do naturalmente no oviduto e útero e, apesar de toda
a tecnologia empregada para o desenvolvimento de
melhorias desse sistema, a condição estática do meio
fornece um ambiente totalmente diferente daquele
encontrado in vivo, onde o suprimento de nutrientes
e gases é dinamicamente alterado (KRUIP et al., 2000).
Segundo STRINGFELLOW et al. (1986) essas observações
suportam a hipótese de que, provavelmente, as altera-
ções morfológicas e a redução de viabilidade dos
embriões na presença de B. abortus após o período de
18h são causadas pelas alterações ocorridas no meio
de cultura devido à proliferação das bactérias, e não
por seu efeito direto nos embriões (STRINGFELLOW et al.,
1986).
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Considerando os resultados apresentados, pode-
se concluir que os zigotos murinos são sensíveis à B.
abortus após exposição in vitro, uma vez que foram
verificadas alterações na sua morfologia e desenvol-
vimento após a infecção. Provavelmente os zigotos
murinos podem ser utilizados como modelo experi-
mental, de baixo custo e fácil acesso, para estudos da
interação embrião-B. abortus. Entretanto, a análise
geral dos resultados obtidos no presente trabalho
carece de uma ponderação fundamental quanto à
possibilidade de extrapolar observações feitas em
sistemas in vitro para sistemas in vivo. Entre outros
fatores, a presença de sistema imune, a organização
tecidual e os mecanismos de excreção de substâncias,
tornam o sistema in vivo extremamente complexo,
exigindo cautela para extrapolar observações feitas in
vitro (D’ANGELO, 1998).
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