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a 37°C, 95% de umidade e 5% de
C02. As avaliagdes foram realiza-
das com 24h de cultivo, sendo

considerados oOs embrioes que

RESUMO

blasto-

A fim de estabelecer um pa-
rametro para a avaliacao da via-
bilidade apd6s o0 descongelamento,
os resultados do cultivo de em-
brides frescos de camundongos, no
meio PBS Modificado sem a adigao
de C02, foram comparados aos re-

sultados obtidos apdés o cultivo
no meio de Whitten Modificado em
atmosfera com 5% de CO02. Foram
coletadas 1458 mérulas provenien-
tes de fémeas Mus musculus da ce-
pa Suico Albina CF1l, previamente
superovuladas com 6-8UI de eCG e

atingiram os estagios de
cisto inicial (Bi), blastocisto
(Bl), blastocisto expandido (Bx),
blastocisto em eclosao (Bh) ou
blastocisto eclodido (Be), e apols

48h de cultivo os que atingiram
pelo menos o estdgio de blasto-
cisto expandido. Os resultados
obtidos apbés 24h (87,9 e 89,4%) e
ap6s 48h de cultivo (95,1 e
93,8%) em PBS e Whitten respecti-

vamente, ndao apresentaram dife-
rencas estatisticamente signifi-

cativas (p < 0,05).

6-8UI de HCG, com intervalo de 48
horas. Destas, 1051 foram culti-

vadas em PBS Modificado acrescido
de 20% de SFB, a 37°C e 95% de

meios de cultivo,
camundongos, mO-

Palavras-chave:

umidade. As restantes 407 foram rulas, tampao
cultivadas no meio de Whitten Mo- fosfato, tampao
dificado, acrescido de 3% de BSA, bicarbonato.
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SUMMARY

The development of fresh

mouse embryos in Modified PBS
without adding C02 was compared
to the development in Modified

Whitten supplemented with 5% de
CO02 in order to establish a
parameter to assess the viability
after thawing. One thousand and

four hundred and fifty eight
morulae were collected from
Strain CFl1 Swiss Albino Mus

musculus females which had been

previously superovulated with
6-8UI of PMSG and 6-8UI of HCG

48h apart. One thousand and fifty
one morulae were cultured 1n
Modified PBS + 20% FCS, at 37°C
and 95% of humidity. The others
407 were cultured in Modified
Whitten's medium + 3% BSA, at
37°C, 95% of humidity and 5% of
C02. At the evaluation, performed
atter 24h of culture, were
considered developed the embryos
that reached early blastocyst,
expanded blastocyst, hatching
blastocyst and hatched blastocyts
stages. After 48h of culture were
considered developed the embryos
that reached at least the

expanded blastocyst stage. The

results obtained after 24h (87.9
and 89.4%) and 48h of culture
(95.2 and 93.8%) in PBS and
Whitten, respectively, were

similar (p < 0,05).

KRey Words: culture media, mouse,
morulae, phosphate
buffer, bicarbonate
buffer.

INTRODUCAO

A composig¢ao dguimica do
fluido uterino e tubarico nos
trés primeiros dias apds a ovula-
¢cao, comparada com a existenEe em
outros periodos da gestagao e
consequentemente com outros per-
fis hormonais (HAMNER, 1971) de-
monstra diferentes exigénclias nu-
tritivas dos embrides, nos esta-
gios inicials de desenvolvimento.
Através do cultivo de embrioes em
meios quimicamente definidos tem
sido possivel estudar os requeri-
mentos nutritivos e o0 metabolismo
embriondrio in vitro, nos diver-
sos estdgios antes da implantacgao
(BIGGERS, 1971; WALES, 1973).

O piruvato parece ser a me-
lhor fonte energética para Os es-
tdgios iniciais de desenvolvimen-
to (BRINSTER, 1968), embora ape-
nas uma restrita variagao em sua
concentragcao possa ser tolerada
pelos embrides. A partir do esta-
gio de 8 células ocorre um aumen-
to do consumo de oxigénio (MILLS
& BRINSTER, 1967) e um aumento na
habilidade de utilizagao de gli-
cose e varias outras fontes de
energia (BRINSTER, 1967ab/1969;
WHITTINGHAM, 1971). Estas obser-
vagdes indicam mudancas fundamen-
tais no metabolismo a medida que
se processa o0 desenvolvimento em-
brionario, parecendo existir exi-
géncias menos especificas nos es-
tdgios mais avancados de desen-
volvimento.

O sistema tampao, como par-
te essencial de um meio de culti-
vo, tem sido largamente investi-
gado. Thomson apud BRINSTER
(1968) verificou que a substitui-




¢ao do tampdao bicarbonato
Tris ou Fosfato determina apenas
a ocorréncia de 1 a 3 clivagens.
A importéncia do bicarbonato foi
confirmada pelos trabalhos de
WHITTINGHAM (1971), nos quais nao

houve desenvolvimento além da

pPrimeira ou segunda clivagem, na
auseéncia deste ion. Além de ou-

tras possiveis fungdes, a presen-
Ga de bicarbonato no meio de cul-

tivo € importante para a manuten-
se utiliza

por

cultivo,

podem interferir no

QUINN & WALES (1973) veri-
ficaram que o cultivo por 24 ho-
ras com tampao fosfato resulta em
reduzida incorporacdo de carbono
a partir de piruvato e lactato,

em todos os estdgios de desenvol-
vimento embrion&rio. A utilizacao

do tampdo fosfato diminuiu a in-
corporacao de carbono na sintese
de proteinas, RNA e DNA. Esta re-
duzida atividade de sintese pode
resultar em menor utilizagao de

ATP, o que pode explicar os altos

Em trabalho anterior
NARDI et al, 1988), foi verifica-

(BER-

do que mdrulas de camundongos
apresentaram bons indices de de-
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senvolvimento, quando cultivadas
em PBS sem a utilizacdo de atmos-
fera controlada. Devido ao fato
de que, em geral, meios e condi-
coes de cultivo mais sofisticados

sao utilizados para o cultivo de
embridoes de camundongos, foi efe-

tuada a comparacao do cultivo de
mérulas em PBS sem atmosfera con-

trolada e cultivo em Whitten com
5% de C02. Embrides frescos foram

utilizados visando principalmente
estabelecer possiveis condicdes
de cultivo para a avaliacado de
mérulas apds o descongelamento.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas fémeas da
cepa CFl Suico Albina, com idade
variavel de 7 a 10 semanas, cuja
superovulacao foi efetuada atra-

vés da inoculacdo de 6-8UI de
eCG* e 6-8UI de HCG** num inter-

valo de 48 horas. As fémeas foram
acasaladas imediatamente apds a
aplicacao de HCG. O sacrificio
das mesmas foi efetuado através
de deslocamento cervical, 76-78h
apds a administracdo de HCG. A
coleta dos embrides foi realizada

com meilio de PBS Modificado (ELS-
DEN & SEIDEL, 1982) acrescido de
20% de Soro Fetal Bovino -
SFB***

* INTERGONAN - Vemie Veterinar Chemie, 4152 Kempen,
1 - RFA.

** PRIMOGONYL - Shering AG - Pharma D-1000 Berlin, 65
- RFA.
*** LABORCLIN - Cassiano Ricardo, 455 - Pinhais -
Piraquara - PR.
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Foram utilizadas 1458 mérulas com
Classificagdo 1II (boas) e III
(regular), excedentes dos experi-
mentos de congelamento efetuados
a partir destas mesmas coletas.

O cultivo foi processado em
placas de poliestireno**** con-
tendo mais ou menos 3ml de meio.
Mil e cinquenta e uma (1051) mé-
rulas foram cultivadas no meio de
PBS Modificado + 20% de SFB, a
37°C e 95% de umidade, enquanto
407 mérulas foram cultivadas no
melo de Whitten + 3% de BSA****%*

(WHITTEN, 1971), a 37°'%C, 95% de
umidade e 5% de C02.

A primeira avaliacdo foi
efetuada apés 24h de cultivo.
Considerou-se os embrides

to 1nicial (B1), blastocisto
(BLl), blastocisto expandido (Bx),
blastocisto em eclosdo (Bh) e

blastocisto eclodido (Be). Na se-
avaliagcao, efetuada apés
48h de cultivo, foram considera-
dos os que atingiram no minimo o
estagio de Bx.

Os resultados obtidos foram

analisados e comparados através
do teste Qui-quadrado.

RESULTADOS

Whitten, respectivamente.

**%* DESCARPLAST - FEstrada dos Mene-

zes, 225 - Sao Goncalo - RJ
X¥¥xxxSERVA - D-6900 Heidelberg-RFA.

Estes indices foram estatistica-

mente semelhantes (p < 0,05).
Um maior numero de blasto-

cistos expandidos e blastocistos
em eclosao foi verificado com
cultivo em PBS, apbés 24h (p ¢«
0,05). Um maior percentual de
blastocistos em eclosao ocorreu
ap0s 48h de cultivo em Whitten (p
< 0,05). Os indices de embriodes
que eclodiram foram semelhantes
(p <0,05) para ambos os meios e
nas duas avaliagoOes efetuadas.

TABELA 1 - Percentual de desenvolvimento de morulas Mus
musculus nos meios de PBS e Whitten.

-_——-——-—-—-_—_------—_—-——_——-—“———-————-—--—_—_—-—-—--—-—-—--
_-—--—.—-—--—__—__——-—-——__-—_____—.—_—._ﬁ__-__-.--_-._—_—_____—-

24h

Estagio

PBS WHITTEN PBS WHITTEN
B1 10,6 a 21,3 b -~-- ---
Bl 13,9 a 22,1Db -—- -—-
Bx 54,9 a 41,5 b 41,1 a 31,4 b
Bh /,8 a 3,9 b 14,4 a 36,4 b
Be 0,3 a 0,4 a 29,5 a 20,2 a
Total 87,9 a 89,4 a 95,1 a 93.8 a

a,b Valores seguidos de letras iguais, na mesma linha e
dentro do mesmo momento de avaliacdo, ndo diferiram

significativamente (p * 0,05).



DISCUSSAO

Neste experimento, ndo foi
testada a viabilidade in vivo dos
embrides cultivados, embora TRO-
UNSON et al (1976) tenham verifi-
cado que o cultivo em PBS durante
48h nao interferiu na viabilidade
de embrides bovinos, apsés a
transferéncia dos mesmos. Além da
transferéncia para fémeas pseudo-
prenhes, a viabilidade apés cul-
tivo poderia ter sido avaliada e
comparada através da utilizacéo
de acetato de fluoresceina (LEIBO
& MAZUR, 1978; BIELANSKI et al,
1986) ou pela contagem do nuamero
de células (LINARES & KING,
1980), o que talvez fornecesse
uma 1déia mais exata da capacida-
de de implantagdo e desenvolvi-
mento destes embrides. Apesar
desta consideracao, o cultivo em
PBS sem a suplementacado de C02 ja
foli utilizado por outros autores,
apds o descongelamento de em-
brices de camundongos (WILLIAMS &
JOHNSON, 1985/1986) e ratos (CHU-
PIN & REVIERS, 1986), com a ob-
tengcao de elevados indices de so-
brevivéncia.

Apesar do indice final de
desenvolvimento nao ter diferido
entre os dols sistemas, um maior
numero de embrides em estégios
malis avancados, apSés 24h, e um
menor numero de blastocistos em
eclosao, ap6s 48h, com a utiliza-
cao de PBS, confirma o fato do
tampao fosfato ser mais adequado
para manipulagdes ou cultivos de
curta duragao, sendo este capaz
de manter um certo grau de esta-
bilidade do pH mesmo em atmosfera
nao controlada. Uma menor habili-

dad= em permitir a eclosao in vi-
tro também foi observada quando
moéralas e blastocistos iniciais
de novinos foram cultivados em
PBS, com suplementagcao (RAJAMA-
HENDRAN et al, 1985) ou sem su-
plementacao de CO2 (SMITH et al,
1985), em comparagao ao cultivo
em 1AM F-10.

Em termos de sintese de ma-
cromoléculas, foi observado por
QUINN & WALES (1973) que mérulas
de camundongos cultivadas em meio
fosfatado apresentaram igual de-
senvolvimento e padrao metabdlico
ao apresentado por mérulas culti-
vadas em meio bicarbonatado. Em
bovinos, a concentragcao de C02
também parece nao ser critica pa-
ra O desenvolvimento a partir do
estagio de mérula, visto que as
necessidades, tanto de C02 como
de HC(03, podem ser supridas a
partir do soro utilizado na su-

plementacao do meio de cultivo
(KANE, 1987).
CONCLUSOES

Pelo ftato do numero total
de embriodoes desenvolvidos, des-
considerando o estagio de desen-

volvimento atingido, ter sido se-
melhante com a utilizagao de PBS
e Whitten nas 24 como 48h de cul-
tivo, & possivel utilizar o cul-
tivo em PBS sem controle da con-
centracao de C02, principalmente
quando o objetivo & verificar o
percentual de desenvolvimento 1in
vitro. Esta particularidade per-
mite a realizacdao de avaliagoes
do indice de sobrevivéncia, mesmo
em laboratdérios menos equipados.
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