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RESUMO

Produção in vitro de embriões bovinos cultivados em duas 

atmosferas gasosas utilizando diferentes sistemas de 

tamponamento

Uma variedade de fatores extrínsecos como íons orgânicos, tampões, 

composição atmosférica gasosa, aminoácidos, fatores de crescimento, 

vitaminas, a ação de proteínas e macromoléculas desconhecidas podem 

afetar a viabilidade embrionária. A implantação de um sistema artificial de 

manutenção e desenvolvimento embrionário que simule um ambiente 

compatível com o fisiológico ainda é o objetivo de diversos grupos de 

pesquisa. O tamponamento dos meios é dependente da composição 

gasosa da atmosfera de cultivo e o desenvolvimento embrionário, 

principalmente na fase de cultivo, sofre com as variações de pH 

verificadas durante as manipulações realizadas fora da estufa. Os 

experimentos desenvolvidos tiveram como objetivo avaliar diferentes 

sistemas de tamponamento para os meios de cultivo, comparando-os 

entre si quanto à capacidade de proporcionarem maior estabilidade de pH 

aos embriões produzidos in vitro. As modificações propostas na 

composição dos meios de cultivo foram avaliadas em duas atmosferas 

gasosas. Um total de  3200 ovócitos foram maturados em gotas de 100 L

cobertas com óleo mineral por período de 24 horas, agrupados em 

número de 20 ovócitos por gota de meio TCM-199 com sais de Hank’s 



(Sigma Aldrich ), acrescido de 0,5 g/mL de FSH e 0,03 UI/mL de LH, 

10% SFB, 20mM HEPES e antibióticos. Após a fertilização, os possíveis 

zigotos foram submetidos ao cultivo e distribuídos de acordo com os 

seguintes tratamentos (T): T1: grupo controle com sistema tampão de 

bicarbonato de sódio do meio HTF Irvine Scientific  acrescido de 

aminoácidos; T2: meio SOFaa com sistema tampão composto de 25 mM 

de bicarbonato de sódio; T3: meio SOFaa modificado pela associação do 

sistema tampão com 9 mM de bicarbonato de sódio e 4 mM de HEPES e 

T4: meio SOFaa modificado pela associação do sistema tampão com 9 mM 

de bicarbonato de sódio e 12 mM de fosfato de sódio. Os embriões 

dispostos nos quatro tratamentos foram cultivados a temperatura de 39° 

C, de acordo com duas atmosferas gasosas: 5% de CO2 com 5% de O2 e 

90% de N2 e 5% de CO2 em ar e 100% de umidade relativa do ar. Os 

resultados obtidos para as taxas de clivagem nos quatro tratamentos 

quando o cultivo foi efetuado em atmosfera de 5% de CO2 , 5% de O2 e

90% de N2 foram respectivamente: 70%, 74%, 49% e 41%.  Para as 

taxas de mórulas foram: 34%, 38%, 24% e 17,6% e para blastocistos 

21%, 21%, 13% e 9% na mesma atmosfera de cultivo. Já quando o 

cultivo foi efetuado em atmosfera de 5% de CO2 em ar e 100% de 

umidade relativa, os resultados obtidos para as taxas de clivagem nos 

quatro tratamentos foram respectivamente: 38%, 34,5%, 30,4% e 

21,5%. Para as taxas de mórulas foram: 20,4%, 18,3%, 14,6% e 11% e 

para blastocistos 12,4%, 11%, 8,6% e 6% na mesma atmosfera de 

cultivo. Esses dados indicaram que a adição de baixas concentrações de 



HEPES ao sistema de cultivo, não apresentou efeito deletério na taxa de 

produção de blastocistos em ambas atmosferas testadas. A estabilidade 

de pH obtida com as modificações propostas foi benéfica durante os 

períodos de análise da clivagem e troca de meio, quando os embriões 

ficaram expostos a atmosfera ambiente. A atmosfera composta de 5% de 

CO2, 5% de O2 e 90% de N2 a temperatura de 39  C proporcionou melhor 

desenvolvimento embrionário em todos os tratamentos (P<0,05). No 

entanto, é importante reforçar que ainda existe a necessidade de 

aperfeiçoamento na formulação dos meios de cultivo que dispensam o co-

cultivo celular e de seus sistemas de tamponamento com o intuito de 

proporcionar condições de estabilidade às variações de pH verificadas nos 

procedimentos de PIV e que conseqüentemente possibilitarão maior 

viabilidade à execução de técnicas como congelamento e vitrificação de 

embriões.

Palavras-chave: embriões bovinos, produção in vitro, cultivo, sistema de 

tamponamento, atmosfera gasosa.  



 ABSTRACT 

IN VITRO PRODUCTION OF BOVINE EMBRYOS IN TWO GASEOUS 

ATMOSPHERES: EFFECT OF DIFERENTS BUFFER SYSTEM 

A variable interation of intrinsic and extrinsic factors such as organics 

ions, buffers, atmosphere composition, aminoacids, growth factors, 

vitamins, proteins and other unknown components may play an important 

role increasing the developmental potential of in vitro produced bovine 

embryos. The importance of the development of an artificial system to 

maintain embryo viability, similar and comparable with physiologic 

environment, has been the objective of several studies. Therefore, the 

majority of those studies that focus on culture media formulations were 

based on the physiology of in vivo produced embryo. However, the 

development of commercial protocols that ensure embryo quality after in 

vitro production (IVP) demands some adaptations while considering the 

differences between in vivo and in vitro produced embryos. Media 

buffering depends on the gaseous atmosphere utilized during culture and 

embryo development is sensitive to pH variation during culture, especially 

in manipulations in the bench. The aim of the present study was to 

investigate the effect of different buffer systems in the pH stability of 

culture medium and in the developmental capacity of IVP embryos. 3200 



COCs were cultured for 24h, using 20 oocytes per 100 L droplet in TCM 

199 (with Hanks’salts: Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), 

containing 10% fetal bovine serum, 20mM HEPES and antibiotics under 

sterile paraffin oil. After fertilization, the zygotes were cultivated according 

with treatments (T): T1- control group with NaHCO3 (sodium bicarbonate) 

in  medium HTF Irvine Scientific ; T2- group with 25 mM NaHCO3 in 

medium SOFaa; T3 – group with 9mM NaHCO3 and 4 mM HEPES in 

medium SOFaa and T4 – group with 9mM NaHCO3 and 12 mM sodium 

phosphate in medium SOFaa. The embryos were exposed in two ambient: 

atmosphere with 5% CO2 + 5% O2 + 90% N2 at 39  C and atmosphere 

with 5% CO2 in air at 39  C and 100% humidity. For the atmosphere with 

5% CO2 + 5% O2 + 90% N2 at 39  C the rates of clivage in the four 

treatments were respectively: 70%, 74%, 49% and 41%. The rates of 

morule were: 34%, 38%, 24% and 17,6% and for blastocyst were 21%, 

21%, 13% e 9%. For the atmosphere with 5% CO2 in air at 39  C and 

100% humidity the rates of clivage in the four treatments were 

respectively: 38%, 34,5%, 30,4% and 21,5%. The rates of morule were: 

20,4%, 18,3%, 14,6% and 11% and for blastocyst were: 12,4%, 11%, 

8,6% and 6%. This results showed that the addition of low concentration 

of HEPES to the culture media did not negative influence for blastocyst 

formation. The pH stability obtained in these conditions didn’t damage 

embryonic developmental and may be beneficial for embryo quality during 

cleavage rates evaluation and feeding when embryos were exposed to 

ambient atmosphere. However it is necessary to re-enforce the need of 



improvement of culture media formulations used in defined systems; 

especially concerning buffer addition; aiming more stable condition during 

embryo manipulation in IVP protocols. Those adaptations may result in 

better embryo viability for future technics application such as embryo 

freezing and vitrification.

Key words:  in vitro production, bovine embryos, culture, buffer system, 

gaseous atmosphere.  



1 INTRODUÇÃO

Na era globalizada do período em que vivemos existe uma palavra 

de ordem em todos os setores de geração de produtos e serviços: 

Produção. Este termo mobiliza grupos na área econômica, tecnológica, 

administrativa e ecológica e faz com que todas as atividades 

desenvolvidas nestes setores focalizem a conseqüência da produtividade 

aplicada com coerência: desenvolvimento sustentável. 

A competitividade exigida no mundo de hoje converge para a geração 

de qualidade em todos os seguimentos em que a palavra produção e seu 

amplo significado pode ser inserida. A qualidade proveniente do 

melhoramento genético dos animais de linhagem superior, a qualidade da 

carne disponível para o consumo da população em geral, a qualidade dos 

serviços prestados nos laboratórios de manipulação de produtos de origem 

biológica e a qualidade embrionária, impulsionam a crescente difusão do 

conhecimento das biotécnicas associadas. 

A Produção in vitro de embriões (PIV), revolucionou os conceitos 

reprodutivos instituídos nas décadas de 50 a 70 e conquistou grande 

espaço junto à comunidade científica. Desde então, vêm crescendo e 

contribuindo com o melhoramento de indivíduos das várias raças e 

diversas espécies existentes. 

Este trabalho explora uma idéia que surgiu dos conceitos básicos da 

Embriologia e da Química e que ainda não estão totalmente esclarecidos e 



teve como anseio geral melhorar a qualidade dos meios de cultivo 

embrionário.

O desenvolvimento de um meio de cultivo in vitro completo que 

atenda a todas as necessidades do embrião tem sido o objetivo de 

diversos estudos. A tendência das pesquisas atuais consiste em investigar 

os fenômenos que contribuem para suportar a maturação e o 

desenvolvimento de um ovócito com competência para transformar-se em 

um embrião. 

Entretanto, apesar de várias pesquisas apontarem as modificações 

que ocorrem na fase de maturação ovocitária, como as principais 

responsáveis pelas características formadoras do embrião, este processo 

também é o resultado da conexão e interação de muitos outros fatores 

(STOJKOVIC et al., 1999). Após a retirada dos ovócitos dos folículos inicia-

se o processo de maturação, que não é controlável até o momento de 

ocorrência da fecundação in vitro e este fato tem grande influência na 

produção in vitro dos embriões (LONERGAN et al., 2003a). 

Está bem estabelecido que o metabolismo embrionário, a clivagem e 

a taxa de prenhez são influenciados pela composição dos meios, por isso 

esta variável pode acarretar queda da capacidade de desenvolvimento 

embrionário (ECKERT et al., 1998; MACKLON et al., 2002). 

A etapa de cultivo dos embriões produzidos in vitro também é crítica 

porque é nesta fase que a exigência nutritiva e metabólica aumenta de 

acordo com o número de células embrionárias. Este metabolismo é 

importante para a formação de embriões com qualidade suficiente para 



resistirem aos danos celulares que eventualmente serão provocados pela 

criopreservação (AGCA et al., 2000).

É sabido que as soluções tampão mais utilizadas no controle de 

reações químicas ainda são pouco estudadas no contexto do 

desenvolvimento embrionário. Sabe-se que a presença do bicarbonato de 

sódio é essencial para que se estabeleça o sistema de regulação de pH, 

mas as proporções necessárias para que este elemento possa desenvolver 

sua capacidade tamponante em associação com os outros constituintes 

dos meios de cultivo embrionário ainda não estão bem estabelecidas.

Para a produção embrionária in vitro ser relacionada com os 

fenômenos que ocorrem in vivo é preciso trabalhar com um intervalo de 

pH fisiológico de 7.3 – 7.5  0.1 (GORDON, 1994). No entanto, a presença 

do bicarbonato de sódio e sua interação com as condições de temperatura 

e atmosfera gasosa ainda exigem uma incubadora com controle 

atmosférico de O2 e CO2, pois nenhum desses agentes tamponantes 

fornece estabilidade suficiente para a manutenção do desenvolvimento 

embrionário em condições atmosféricas (QUINN, 2004). 

Nenhum componente utilizado com a função de agente tamponante 

agrega algum valor nutricional aos meios de cultivo e além disso, podem 

ser tóxicos para as células e/ou embriões se forem acrescentados em 

concentrações maiores que 50mM (GESHI et al., 1999). 

 Portanto, as mudanças de pH ficam dependentes das formulações 

dos meios de cultivo, que ainda  variam de acordo com os muitos 

protocolos utilizados e com as exigências particulares às diferentes 



espécies. Substratos energéticos como piruvato, lactato, citrato de sódio e 

aminoácidos têm atuação de destaque no início do desenvolvimento do 

embrião, enquanto que a glicose é metabolizada, principalmente, nos 

estágios de mórula e blastocisto, destacando-se na síntese protéica do 

blastocisto (DONNAY et al., 2002).

O metabolismo começa a aumentar logo após a ativação do genoma 

embrionário, ocorrendo uma elevação considerável da adenosina trifosfato 

(ATP) produzida pela glicólise. Já os aminoácidos são considerados 

fundamentais para a formação do blastocisto e também servem como 

substrato energético e regulador de pH, com importantes funções na 

síntese de proteínas e controle da osmolaridade intracelular 

(ROSENKRANS & FIRST, 1994).

Apesar de parecer simples de ser controlado, o pH das soluções e do 

fluido celular é um fator determinante para a eficiência de muitas reações 

bioquímicas que envolvem equilíbrios ácido-base, influenciando a 

viabilidade e o crescimento de organismos e tecidos. Além disso, o pH 

também exerce grande influência no crescimento de células de mamíferos 

e na qualidade dos blastocistos (LONERGAN et al., 2003b). 

Os meios de cultivo para o desenvolvimento embrionário são 

adaptados para manter os mesmos valores de pH sob uma atmosfera de 

5% de CO2 em ar pelo ajuste da concentração de bicarbonato de sódio, 

mas essa relação previamente estabelecida para o pH tem sido 

questionada nos últimos anos. Isto pode ser explicado devido a uma 

variação muito rápida de pH durante as manipulações indicando a pouca 



estabilidade deste tampão em contato com o oxigênio (OZAWA et al., 

2006).

O pH nos meios de cultivo embrionário e em outros procedimentos 

de cultivo de tecidos é determinado pela composição do meio e pela 

concentração de CO2 na atmosfera de cultivo (GILARDI et al., 2004). O 

principal componente do meio de cultivo que interage com o CO2  é a 

solução tampão, que consiste em um tipo de mistura de eletrólitos fracos 

em meio aquoso apresentando como característica resistência à variação 

de acidez pela adição de ácidos ou bases, sofrendo também pouca 

alteração de pH (BAVISTER, 1992; GARDNER & LANE, 2001).  

Alguns trabalhos têm estabelecido menores variações na 

concentração de CO2 para a atmosfera de cultivo com a utilização de 6% 

ao invés de 5% de CO2 (QUINN & COOKE, 2004), ou maiores variações 

através da utilização de 20% de CO2 ao invés de 5% de CO2 (LANE et al., 

2003) demonstrando que os resultados obtidos são dependentes da 

formulação dos meios utilizados.

Com o intuito de facilitar a metodologia de trabalho, soluções mais 

simples têm sido desenvolvidas. Em geral, são meios com constituições 

diversas de sais associados a elementos nutritivos, que ainda estão sendo 

aperfeiçoadas. A base de sua composição é uma solução salina 

suplementada com substratos que incluem proteínas, uma fonte de 

energia (piruvato, glicose ou lactose), além de vitaminas e aminoácidos 

em diversas concentrações (QUINN, 2003).  



Dentre alguns meios simplificados, mais utilizados que dispensam o 

co-cultivo celular estão o CR-1aa (ROSENKRANS & FIRST, 1994), CZB 

(CHATOT et al., 1989), HECM (SCHINI & BAVISTER, 1988), KSOM 

(ERBACH et al., 1994), SOF (TERVIT et al., 1972) e SOFaa (GARDNER et 

al., 1994).

Apesar das soluções para cultivo embrionário serem amplamente 

utilizadas, poucos trabalhos tratam especificamente do comportamento 

dos agentes tamponantes nestas soluções. Seu mecanismo de ação, bem 

como as variações de pH intra e extra celular que eles provocam e que 

ainda não estão totalmente esclarecidas.  

O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes sistemas de 

tamponamento para os meios de cultivo comparando-os entre si quanto à 

capacidade de proporcionarem maior estabilidade de pH durante as 

manipulações efetuadas na etapa do cultivo de embriões bovinos 

produzidos in vitro e testar esses meios modificados quanto aos índices de 

desenvolvimento embrionário em duas atmosferas gasosas. 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Produção in vitro de embriões (PIV) 

Muitos fatores contribuiram com a evolução das tecnologias 

reprodutivas (ART) no decorrer dos últimos 25 anos. Dentre algumas 

conquistas estão as mudanças nos fármacos e protocolos utilizados para o 

controle da hiperestimulação ovariana, métodos de recuperação dos 

ovócitos e coleta de embriões, além dos procedimentos que englobam a 



utilização de micromanipuladores como a injeção intracitoplasmática de 

espermatozóide (ICSI) e a transferência de gameta intrafalopiana (GIFT)  

(QUINN, 2004).

Na produção in vitro de embriões, passou-se a incrementar as 

soluções salinas básicas, a partir de 1980, com a adição de substratos 

energéticos, complexos de aminoácidos, vitaminas e precursores dos 

ácidos nucléicos. Com a utilização dos aminoácidos essenciais e não-

essenciais associados às vitaminas na fase de pós-compactação e pré-

implantação embrionária, a partir dos anos 90 (POOL, 2002) houve a 

consolidação da PIV, por permitir a obtenção de resultados constantes. 

Nos dias de hoje o bloqueio embrionário ainda é o principal 

responsável pela diminuição dos resultados obtidos na produção in vitro

de embriões. O momento do bloqueio embrionário é variável de acordo 

com a espécie e normalmente ocorre no estágio de 2 células em 

camundongos, 4 células em humanos e suínos, 8 células em bovinos e 

ovinos e 16 células em coelhos (TELFORD et al., 1990; BARNES & FIRST, 

1991; SCHULTZ, 1993; DE SOUZA et al., 1998; WRIGHT & BONDIOLI, 

1981; EYESTONE & FIRST, 1991).  

Geralmente, em embriões bovinos produzidos in vitro, as falhas nas 

taxas de desenvolvimento são associadas aos fatores intrínsecos do 

ovócito que conduzem ao bloqueio e conseqüente degeneração 

embrionária (LONERGAN et al., 2003a). 

Existem diferenças bioquímicas e morfológicas entre embriões 

produzidos in vivo e in vitro. Algumas diferenças como a frouxa 



aglomeração das células embrionárias nas mórulas derivadas da PIV, 

alterações na expressão de alguns genes (KHOSLA et al., 2001; 

RIPAMONTE et al., 2005), a presença de um número maior de gotas de 

lipídeos nesses embriões (ABE et al., 2002) influenciam sua viabilidade 

durante e após o cultivo, sendo que muitas destas diferenças são 

conseqüentes do tipo de sistema de produção in vitro adotado. 

Grande atenção tem sido dada aos componentes adicionados aos 

meios de cultivo in vitro, pois a obtenção de bons resultados está 

diretamente relacionada à habilidade de se mimetizar as condições do 

micro-ambiente do trato reprodutivo feminino (VANROOSE et al., 2001). 

 Por outro lado, apesar do progresso conquistado com as 

descobertas efetuadas a partir dos anos 90, ainda busca-se encontrar um 

ambiente bioquímico que combine melhores condições de cultivo com os 

fatores endógenos, reservas de RNAs e proteínas do embrião para 

proporcionar o desenvolvimento embrionário ideal (MENÉZO et al., 1998 e 

MENÉZO, 2006).

O espermatozóide tem importância na PIV e após a descoberta da 

heparina como fator capacitante para o espermatozóide bovino (PARRISH 

et al., 1988) a etapa de fertilização tornou-se dependente dos fenômenos 

que a antecedem e interagem com a maturação ovocitária associados aos 

fatores extrínsecos como íons orgânicos, tampões, composição 

atmosférica gasosa, aminoácidos, fatores de crescimento, vitaminas, 

proteínas e macromoléculas (RIEGER et al., 1992) presentes nos sistemas 

de cultivo embrionário.



O progresso obtido pela PIV a partir dos anos 90 fez com que os 

eventos envolvendo o gameta masculino voltassem a despertar o 

interesse dos pesquisadores. 

Os avanços obtidos com as Biotécnicas Reprodutivas ao longo dos 

últimos anos permitiram uma maior participação da fêmea bovina no 

processo de melhoramento genético do rebanho. O número de 

descendentes deixados por uma única fêmea ao longo de sua vida 

reprodutiva aumentou significativamente com o aperfeiçoamento das 

técnicas de transferência, produção in vitro de embriões e com os 

sistemas de cultivo in vitro que continuam a contribuir com o avanço de 

outras biotécnicas como a clonagem e a manipulação de genes em 

diversas espécies (GONÇALVES et al., 2007).

A PIV é uma técnica de reprodução assistida (ART) que concentra 

suas teorias nos processos in vitro para auxiliar a pesquisa científica e 

também associa-se a várias outras linhas de pesquisa na área tecnológica 

buscando dar suporte a linha de produção animal através de sistemas 

viáveis para o  cultivo embrionário. Apesar das conquistas nas últimas 

décadas, ainda há muito para ser pesquisado em conseqüência de alguns 

procedimentos que necessitam ser aprimorados com o intuito de 

contribuir cada vez mais com os resultados.  

2.2 Maturação ovocitária

Muitas pesquisas estão sendo realizadas a respeito das modificações 

estruturais que os ovócitos sofrem no início de seu desenvolvimento. No 



sistema de Produção in vitro de embriões (PIV) é atribuída à etapa de 

maturação in vitro (MIV), grande responsabilidade para a obtenção do 

sucesso ou insucesso dos resultados. 

Basicamente, a parada da maturação meiótica é verificada pela 

quebra da vesícula germinativa, seguida pela condensação da cromatina e 

reorganização dos microtúbulos. Esses eventos levam à formação do fuso 

metafásico que completa a primeira divisão meiótica, após a qual os 

ovócitos entram na meiose II e interrompem a divisão no estágio de 

metafese II, até o momento da fertilização (FAN & SUN, 2004).  

Dentre os eventos que participam da maturação do ovócito existem 

ainda as características de variação individual, qualidade intrínseca do 

ovócito e diferenças no genótipo mitocondrial associadas às condições de 

adaptação regional que ocorreram durante a evolução das espécies 

bovinas e provavelmente são fatores que também afetam a produção de 

blastocistos (MEIRELLES et al., 2001).  

Em geral, o potencial de desenvolvimento embrionário está 

associado a essas características intrínsecas como o folículo de origem, 

morfologia, cinética das primeiras clivagens (MEIRELLES et al., 2004), 

além das interações com os sistemas de cultivo.

O conjunto de características implícito na etapa da maturação dos 

ovócitos é amplo (AGCA et al., 2000). Com base na morfologia ovocitária 

é possível relacionar dois fundamentos: O fator hormonal que recebe 

influência direta da secreção de FSH e o fator estrutural que fica sob 

influência da distribuição e/ou reorganização mitocondrial associada aos 



diferentes níveis de ATP nas diferentes categorias morfológicas de 

ovócitos.

A coleta de ovários oriundos de abatedouros, não permite o controle 

de todos os fatores epigenéticos que interferem na formação do 

blastocisto desde a retirada do ovócito do interior do folículo, mas ainda 

consiste no procedimento mais prático e rápido para obtenção de material 

para pesquisa. A conexão dos fatores hormonais que ocorrem in vivo,

principalmente no período da ovulação, com as condições ideais de 

maturação in vitro ainda constitui o foco de diversos estudos que tentam 

explicar o mecanismo através do qual o ovócito bovino pode adquirir a 

competência para ser fecundado, e que essa competência já ocorreria 

antes da quebra da vesícula germinativa (SIRARD et al., 2007).

O FSH é bastante utilizado nos protocolos de maturação in vitro para 

aumentar a qualidade do ovócito (ALI & SIRARD, 2005), por contribuir 

com os eventos de fertilização e desenvolvimento embrionário inicial, 

além de sua ação na expansão das células do cumulus (CALDER et al., 

2003). Estas células também são influenciadas por alguns fatores 

secretados pelo ovócito que são membros da família TGF- . Recentemente 

a proteína de crescimento e diferenciação, fator-9 e a proteína 

morfogenética do osso, fator 15 foram identificadas como fatores 

sinalizadores parácrinos, expressos exclusivamente nos ovários e 

envolvidos com as funções de regulação das células do cumulus e/ou da 

granulosa sendo considerados essenciais para o sucesso da ovulação, 

fertilização e desenvolvimento folicular na reprodução em mulheres 



(ELVIN et al., 1999) camundongos (GUERIPEL et al., 2006) e em bovinos 

(HUSSEIN et al., 2006).

A ação do FSH é atingida através de mensageiros secundários como 

as cAMP (adenosina 30–50 monofosfato), proteina quinase A (PKA) 

(IZADYAR et al., 1998) e/ou proteina quinase C (PKC) (ROSE-HELLEKANT 

& BAVISTER, 1996; FAN et al., 2004). Esta importante ação específica no 

processo de maturação das células do cumulus ou células da granulosa 

difere da função que este hormônio desempenha durante a foliculogênese 

(SIRARD et al., 2007). 

No plano estrutural, a distribuição e/ou reorganização mitocondrial 

está associada aos níveis de ATP nas diferentes categorias de ovócitos 

(HENGARTNER, 2000) e pode ser relacionada às características 

morfológicas dos ovócitos classificados como bons e dos ovócitos 

classificados como pobres. Esta é uma variável responsável pelos 

diferentes graus de desenvolvimento observados de acordo com a 

capacidade individual de cada ovócito após a fertilização (STOJKOVIC et 

al., 2001).

A maturação mitocondrial, produção de ATP e acúmulo de energia 

durante a ovogênese são eventos cruciais nos processos de ativação, 

fertilização e possível desenvolvimento do ovócito (THOMPSON et al., 

2000). Através de comparações entre critérios morfológicos com a  

distribuição mitocondrial e reserva de ATP antes e após a maturação, foi 

possível estabelecer que a atividade metabólica é determinante para o 

desenvolvimento potencial dos embriões, sendo que ovócitos com 



reduzido conteúdo de ATP podem desenvolver-se mais lentamente 

produzindo embriões de menor qualidade e com número de células 

reduzido (STOJKOVIC et al., 2001).

A perda de atividade do sistema de ponto de verificação (checkpoint

system) no ciclo celular também prejudica o desenvolvimento 

embrionário. O influxo de cálcio é responsável pela regulação desse 

sistema e está presente na fisiologia do ovócito a partir da ovogênese até 

a maturação e fertilização do ovócito (TOSTI, 2006). A parada do sistema 

de ponto de verificação induz alterações ainda não identificadas nos 

ovócitos mamíferos especificamente em estágio de Metáfase II, com 

conseqüências degenerativas. Fatores endógenos e exógenos não 

detectados podem adicionalmente estar participando no processo que 

controla a meiose ou ativação da metáfase II no ovócito.  

O esclarecimento desses parâmetros que sinalizam o controle da 

meiose é necessário para elucidarmos a regulação da maturação do 

ovócito e do ciclo celular (STOJKOVIC et al., 1999). Ainda existem os 

aspectos relacionados ao aprimoramento da maturação citoplasmática in

vitro, também com o intuito de melhorar a capacidade de 

desenvolvimento embrionário de ovócitos provenientes de folículos antrais 

pequenos. Neste grupo destacam-se os fatores de crescimento produzidos 

pelas células foliculares durante o desenvolvimento folicular tais como, 

fator-I de crescimento semelhante à insulina ou IGF-I (STEFANELLO et al., 

2006), fator de crescimento epidermal - VEGF (EINSPANIER et al., 2002) 

e fator de crescimento fibroblástico – FGF, que já foram testados durante 



a maturação in vitro (MIV), além dos ativadores biológicos do ácido 

hialurônico mediados através da ligação a receptores para o ácido 

hialurônico como as CD44 (KIMURA et al., 2007) e os RHAMM/IHABP 

(STOJKOVIC et al., 2003).

2.3 Meios de cultivo embrionário 

Os meios de cultivo têm um papel determinante para o 

condicionamento e viabilidade do embrião (TEOTIA et al., 2001). Uma 

variedade de fatores extrínsecos como íons orgânicos, tampões, 

composição atmosférica gasosa, aminoácidos, fatores de crescimento, 

vitaminas, proteínas e macromoléculas desconhecidas podem afetar a 

viabilidade embrionária (RIEGER et al., 2002).  

Recentemente, estudos sobre a fisiologia e metabolismo levaram ao 

uso de meios mais próximos às necessidades dos embriões. O 

aperfeiçoamento das composições citadas na literatura, inclui 

modificações em seu conteúdo, entre as quais o seu enriquecimento com 

carboidratos e aminoácidos responsável pela elevação das taxas de 

formação de blastocisto em níveis superiores a 50% no quinto dia de 

desenvolvimento e a elevação das taxas de implantação a níveis 

superiores a 40% (GARDNER et al., 1998). 

O uso de sistemas tampões em meios de cultivo é necessário para 

minimizar possíveis flutuações de pH em decorrência das variações do pH 

do meio refletirem no citosol do ovócito e das células embrionárias. 

Portanto qualquer oscilação de pH no meio de cultivo poderá afetar a 



viabilidade celular resultando em baixos índices de fecundação e produção 

de blastocistos.

Os primeiros tampões estudados foram misturas de sais inorgânicos 

tamponados com grandes quantidades de fosfato ou bicarbonato de sódio 

(LENINGHER, 1995). Existem limitações funcionais para o tampão 

bicarbonato de sódio quanto à sua capacidade de manutenção do pH 

constante. É necessário a utilização de um sistema fechado, equilibrado 

por níveis de CO2 na fase gasosa porque a perda de CO2 pela solução pode 

levar à conseqüente e progressiva elevação do pH. 

Os tampões causam alguns efeitos biológicos indesejáveis como 

estímulo ou depressão da atividade enzimática, além de poderem 

interferir ou reagir com substratos como inibidores, devido a força iônica, 

por isso não devem ser adicionados em altas concentrações e devem 

possuir máxima solubilidade em água (SKOOG, 2003). 

De acordo com Rizos (2003), nenhuma melhoria na qualidade dos 

blastocistos tem sido verificada com as modificações propostas nos meios 

de cultivo até então, o que exige mais pesquisa sobre o assunto. Ainda 

não existem condições ideais de cultivo para a produção de embriões in 

vitro que simulem a eficiência verificada in vivo e esse também é um dos 

motivos que retarda a obtenção de bons resultados.

As condições de cultura que ainda não são ideais, têm sido 

responsabilizadas pelas taxas insatisfatórias de implantação e prenhez 

(MENÉZO et al., 1999) apesar do progresso conquistado com o 

crescimento da PIV após a implantação de laboratórios comerciais 



distribuídos em diversas regiões do mundo que auxiliam as pesquisas e 

agilizam a difusão do conhecimento, contribuindo com os níveis superiores 

de aperfeiçoamento da técnica e conseqüente melhoria dos resultados. 

É difícil quantificar morfologicamente os efeitos deletérios que os 

meios de cultura exercem sobre os embriões. Na tentativa de garantir 

bons resultados quanto a viabilidade embrionária e para a obtenção de 

prenhez, alguns autores mantém a idéia de que a sincronização do 

embrião com o trato feminino é um fator determinante (GARDNER & 

LANE, 1997). Outros grupos de pesquisa associam os resultados de 

viabilidade à manutenção dos sistemas de co-cultivo por acreditarem que 

as células somáticas modificam o meio de cultura de uma maneira 

consistente com a fisiologia do embrião (ALMODIN, 2001).

Os sistemas de co-cultura alteram o meio, seja pela secreção de 

substâncias importantes ao desenvolvimento do embrião, como pela 

extração de impurezas ou redução de níveis de nutrientes do meio. Esta 

redução pode ser inclusive nos níveis de glicose, o que é consistente com 

a teoria do uso dos meios seqüenciais. Mas um detalhe importante é que 

estas células têm sido utilizadas mesmo durante o período pós-

compactação quando a necessidade de glicose parece ser maior. Os tipos 

celulares mais utilizados são as células Vero (células renais de macaco 

verde), BOEC (células epiteliais de oviduto bovino) e  oviduto humano 

(WIEMER et al, 1993; FONG & BONGSO, 1999), BRL (células do fígado de 

rato e de búfalo) (BEKER et al., 2002), ou fibroblastos uterinos bovinos 



(WIEMER et al., 1989) que parecem ter o mesmo efeito quanto a melhorar 

o desenvolvimento do embrião. 

Com o advento dos meios de cultura seqüenciais livres de soro, 

utilizados com maior freqüência na reprodução humana têm-se 

conseguido bons resultados para o cultivo do zigoto até a fase de 

blastocisto.

Apesar dos óvulos humanos serem maturados in vivo, a opção por 

sistemas mais simples com ausência do co-cultivo oferecem resultados 

compatíveis, além de facilitarem a prática diária das manipulações em 

série, isentarem os indivíduos de riscos atribuídos à transmissão de 

doenças e contribuírem com as tentativas de melhorar os resultados 

(ALMODIN et al., 2001).

Estudos recentes sobre a fisiologia e o metabolismo do embrião 

visam a utilização de protocolos de PIV com uso de meios cada vez mais 

próximos às necessidades dos embriões até o estágio em que se deseja 

trabalhar. A implantação de um sistema artificial de manutenção e 

desenvolvimento embrionário que elabore um ambiente compatível com o 

fisiológico e assegure qualidade embrionária in vitro comparável à 

verificada in vivo ainda constitui o anseio de diversos grupos que 

pesquisam nesta área.



2.4 Mecanismo de ação dos sistemas tampões utilizados na 

Produção in vitro de embriões. 

Os tampões biológicos são soluções que evitam variações de pH em 

ambientes não fisiológicos ou artificiais. Não impedem que as variações 

ocorram, mas podem minimizá-las. Normalmente são formadas por um 

ácido fraco e um sal do mesmo ácido fraco obtido com uma base forte 

(ROLLIE & BRUCE, 2002). 

A principal característica do tampão no meio de cultivo é criar um 

ambiente definido para as biomoléculas, propiciando que fiquem estáveis 

em sua forma ativa. O tampão não pode influenciar a composição dos 

meios nem comprometer a sua qualidade, ou conter agentes que 

comprometam a estabilidade dos reagentes (SKOOG, 2003).  

Um fator importante para que se obtenha bons resultados na PIV, 

com relação à quantidade e qualidade dos embriões, é a menor amplitude 

de variação que um tampão biológico eficaz deve manter sendo o pH ideal 

compreendido entre 7,3 a 7,5 (DOWNS & MASTROPOLO, 1997; VAJTA et 

al., 1997). Alterações para valores ácidos são particularmente prováveis 

tendo em vista a variação na produção metabólica celular de ácidos como 

o láctico e pirúvico que se estiverem presentes nas formulações dos 

meios, podem abaixar o pH até valores inferiores a 7.0.

Na produção in vitro de embriões, os meios são produzidos para 

proporcionar o cultivo embrionário em uma atmosfera com presença de 

CO2. O sistema H2CO3-HCO3
-
 , criado nesta atmosfera promove a dissolução 

de 1% do dióxido de carbono gasoso em água fazendo com que haja a 



formação do ácido carbônico (H2CO3) como mostra a reação de equilíbrio 

abaixo:

CO2(aq) + H2O          H2CO3 (aq) [HCO-
3(aq)  + H+

(aq)]

Portanto, a adição de CO2 à agua produz uma solução ácida e o 1% 

de CO2 dissolvido associado ao ácido carbônico constituem um sistema 

tampão. O deslocamento da reação é feito pelo dióxido de carbono 

presente nesta atmosfera. Quando há falta de H+, doa prótons ao meio. 

Quando há excesso de H+ capta prótons do meio (SKOOG, 2003). 

Os tampões biológicos orgânicos mais eficientes em meios para 

cultivo embrionário são o bicarbonato de sódio, fosfato de sódio e HEPES. 

O sistema fosfato é o tampão que atua principalmente a nível celular e é 

formado por dois sais: monohidrogeno fosfato de sódio ou  Na2HPO4 - 

fosfato de sódio dibásico e dihidrogeno fosfato de sódio NaH2PO4H2O - 

fosfato de sódio monobásico. Este último funciona como ácido e tampona 

as bases (RUSSEL, 1994).

O aumento da concentração do fosfato de sódio dibásico diminui o 

valor de pH porque ele é o responsável pela liberação de íons H+ para a 

solução. Esses íons se ligam a molécula de água formando o íon hidrônio 

(H3O+) que acarreta aumento de acidez ou diminuição de pH. O aumento 

da concentração de fosfato de sódio monobásico aumenta o valor de pH 

porque ele é o responsável pela retirada de íons H+ da solução. Com a 

diminuição de hidrônio no meio, haverá diminuição de acidez ou aumento 

de pH (RUSSEL, 1994). 



O sistema bicarbonato/ácido carbônico é o mais importante para 

evitar variações de pH produzidas por ácidos não-voláteis. É composto por 

ácido carbônico e bicarbonato de sódio e atua através de uma reação de 

hidrólise. Quando o bicarbonato de sódio (H2CO3
+) entra em contato com 

a água, ocorre a produção de ácido carbônico com liberação de íons 

hidroxila, ocorre a absorção de prótons tornando o meio alcalino ou o pH 

básico (ROLLIE & BRUCE, 2002). 

Essa mistura em contato com o ar atmosférico faz com que haja 

deslocamento da reação com produção de íons H+, acarretando diminuição 

de pH, através da reação abaixo: 

         H2CO3(aq)               HCO-
3(aq)  + H+

(aq)

O HEPES (N-(2-hidroxietil) piperazina-N’-(2-ácido etanosulfônico) já 

é utilizado por vários laboratórios no meio de maturação (GOOD et al., 

1966; DOWNS & MASTROPOLO, 1997). No cultivo de embriões bovinos, o 

HEPES foi utilizado na concentração de 12mM no meio TCM-199 (GOTO et 

al.,1992), no meio SOF na concentração de 25mM (KESKINTEPE et al., 

1995) e na concentração de 25mM em TCM-199 para a etapa da 

maturação e de 12,5mM e 25mM,respectivamente, para a etapa do cultivo 

(MONTAGNER et al., 2000).

Seu mecanismo de ação não é isolado, por ser um componente 

fabricado através da associação de vários elementos. Existem 

controvérsias quanto ao efeito que é capaz de provocar na PIV, pois há 



trabalhos que demonstram que ele não exerce efeito positivo, ou é até 

deletério quando utilizado na concentração de 25mM (BAGGER et al., 

1987;KESKINTEPE & BRACKETT, 1996) enquanto outros relatam efeito 

positivo nas mesmas concentrações (GOTO et al., 1992; KATO & SEIDEL, 

1995; POLLARD et al., 1995; MONTAGNER et al., 2000). 

2.5 Atmosfera gasosa 

As dificuldades relativas à compreensão das necessidades nutricionais 

e as limitações impostas pelas características físico-químicas dos meios 

utilizados consistem em barreiras técnicas à PIV desde o século XIX. No 

início do século XX, juntamente com o desenvolvimento da Química, a 

Embriologia conquistou progressos significativos com resultados positivos 

na coleta e cultivo de embriões (BRACKETT et al. , 1982). 

 Wesley Whitten, na década de 50, propôs uma nova formulação 

para os meios de cultura que passaria a ser utilizada tanto na coleta 

quanto no cultivo dos embriões ampliando significativamente o número de 

embriões implantados com sucesso (CHANG, 1959). Whitten desenvolveu 

um meio utilizando uma solução de Krebs-Ringer bicarbonato, 

suplementada com albumina sérica bovina, o qual foi capaz de promover 

as clivagens de embrião de camundongo com uma célula até o estádio de 

blastocisto (STEPTOE & EDWARDS, 1978). 

Desde os primeiros estudos, os meios para cultivo embrionário 

foram formulados para manterem um pH estável em torno de 7.3 a 7.5 

0.1 (GORDON, 1994). O pH desses meios de cultivo é dependente de uma 



atmosfera gasosa e pode ser alterado pelas oscilações nas concentrações 

de CO2 (MORTIMER & QUINN, 1996) ou de bicarbonato de sódio – NaHCO3

(CARNEY & BAVISTER, 1987) e também pela adição de um ácido ou base, 

como o ácido clorídrico (HCl) ou hidróxido de sódio (BAVISTER, 2000). 

A necessidade da utilização de uma tensão de oxigênio reduzida, 

quando o cultivo é efetuado na ausência de células somáticas foi 

confirmada pelo baixo desenvolvimento embrionário após o cultivo de 

zigotos ovinos fecundados in vitro, no meio SOF, com atmosfera contendo 

20% O2 ao invés de 5% O2 (WATSON et al., 1994).

Além disso, o desenvolvimento é mais rápido para os zigotos 

bovinos e ovinos cultivados em SOF sob tensão reduzida de oxigênio, em 

comparação aos zigotos cultivados sob alta tensão de oxigênio, 

independentemente da presença ou não de células do oviduto (BERNARDI 

et al., 1996). 

Os componentes do meio de cultivo podem influenciar a velocidade 

de desenvolvimento e/ou a sobrevivência dos embriões porque interagem 

diretamente com seu metabolismo, sendo que todas as considerações 

sobre as formulações dessas soluções foram designadas para proporcionar 

a maturação do ovócito antes da fertilização e a evolução do zigoto até 

estágios iniciais. Até então, nenhum meio foi testado para produzir 

blastocisto (YADAV, 1993; GARDNER & LANE, 2001; GUERIF et al., 2007).

Com a intenção de se produzir embriões até estágios mais 

avançados de desenvolvimento, surgiram os meios seqüenciais e/ou 

meios quimicamente definidos e/ou simplificados por dispensarem o co-



cultivo celular e serem sistema de cultura livres de soro. Desde então a 

atmosfera gasosa passou a ser fixada em 5% de CO2, 5% de O2 e 90% de 

N2 e os requerimentos nas concentrações de aminoácidos e carboidratos 

foram alterados (TERVIT et al., 1972). 

Paralelo ao crescimento das Biotécnicas associadas à PIV, e à 

necessidade de expansão dos procedimentos e produtos interligados às 

conquistas comerciais que ocorreram no mercado de produção animal nos 

últimos anos, houve o início da fabricação de meios de cultivo nacionais. 

Esses produtos ainda necessitam de aperfeiçoamento quanto às 

especificações sobre as concentrações de CO2 e O2 sob as quais suas 

formulações devem ser submetidas e as variações fisiológicas da espécie 

do embrião em que serão utilizados, para garantirem resultados 

satisfatórios. 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Coleta dos ovários e seleção dos ovócitos 

Os ovócitos foram obtidos a partir de ovários provenientes de 

frigorífico no período de junho a julho de 2006 e março a julho de 2007 e 

foram transportados em recipiente térmico, conservados entre 30 e 35 C,

contendo solução fisiológica de 0,9% de NaCl acrescida de 100 mg de 

estreptomicina (SIGMA ), e 50.000 UI de penicilina G-Potássica (SIGMA ), 

para 1 litro de solução em tempo não superior a duas horas após abate. 

No laboratório, os ovários foram lavados inicialmente em solução 



fisiológica, e em seguida, colocados em recipientes de vidro. Os ovócitos 

foram obtidos através de punção folicular, manualmente, com auxílio de 

uma seringa de 10mL acoplada a uma agulha 32x17. Após a decantação 

por 20 minutos, ocorreu a procura sob estereomicroscópio (Leica ). Os 

ovócitos permaneceram em líquido folicular durante o procedimento de 

seleção ovocitária e os Complexos Cumuli-ovócitos encontrados foram 

transferidos para  placas de Petri de 35 mm de diâmetro contendo  meio 

TCM-199 com sais de Hank’s (SIGMA ).

3.2 Maturação in vitro dos ovócitos  

Os Complexos Cumuli-ovócitos (CCOs) foram selecionados de 

acordo com a classificação de Leibfried & First, 1979 como demonstrado 

na figura 1 e então distribuídos aleatoriamente em gotas de 100 L das 

placas de Petri de 35 mm de diâmetro em grupo de 20 ovócitos por gota, 

em meio TCM-199 com sais de Hank’s (SIGMA ), acrescido de 10% SFB, 

50 g/mL de gentamicina, 2 mM de piruvato de sódio, 20 mM de HEPES, 

0,5 g/mL de FSH e 0,03 UI/mL de LH sob óleo mineral e permaneceram 

por 24 horas em estufa de cultivo à temperatura de 39 C, 5% de CO2 em

ar e 100% de umidade relativa do ar.



Figura 1- Fotomicrografias em estereomicroscópio Leica A1–

ovócito grau 1 (aum. de 400 x). A2 - ovócitos classificados como 

grau 1 (aum. de 100 x); B1 – ovócitos classificados como grau 2 

(aum. de 100 x). B2 - ovócitos classificados como grau 2 (aum. de 

200 x e 400 x). C1 – ovócitos classificados como grau 3 (aum. de 

100 x). C2 - ovócitos classificados como grau 3 (aum. de 200 x e 

400 x). 

3.3 Coloração dos ovócitos para avaliação da Maturação Nuclear

Com intuito de verificar se os ovócitos submetidos à fertilização 

estavam maduros, a maturação nuclear foi avaliada após 24 horas de 

incubação dos ovócitos. A partir do material coletado em abatedouro e 

que foi distribuído aleatoriamente entre aos tratamentos, 10% dos 

ovócitos foram selecionados em placas separadas onde cada gota da placa 
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C1 

A1 A2

B2
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de maturação continha ovócitos correspondentes ao grau de seleção. 

Como foi adotado um critério de seleção para os ovócitos eles foram 

divididos em três grupos, sendo o G1 (ovócitos de qualidade 1), G2 

(ovócitos de qualidade 2), G3 (ovócitos de qualidade 3 e 4) de acordo com 

a classificação de Leibfried & First, 1979.  

Esses ovócitos foram colocados em gotas de 100 L e decorridas 24 

horas, retirados da estufa e mantidos em solução de hialuronidase 0,2% 

durante 20 minutos, para que as células da granulosa fossem removidas 

completamente.  

Os ovócitos desnudos foram lavados em solução de PBS com 10% 

de soro fetal e transferidos para as lâminas histológicas para coloração. 

O corante Hoeschst 33342 (SIGMA ) foi diluído na concentração de 

1mg/mL em PBS e glicerol (proporção 1:9) e adicionado aos ovócitos 

desnudos que foram agrupados em número máximo de oito ovócitos por 

lâmina sendo que cada lâmina foi coberta com lamínula para possibilitar a 

avaliação em microscópio invertido Leica  DMIRB equipado com luz 

fluorescente ultravioleta (filtro 350 e 461nm), como demonstrado na 

figura 2. 

Os ovócitos foram classificados de acordo com o estágio de 

maturação em: VG – vesícula germinativa (ovócito com núcleo definido, 

com ou sem nucléolo, sem condensação da cromatina); QVG – quebra da 

vesícula germinativa (ovócito no estágio final da prófase I com 

condensação de cromatina); MI - Metáfase I (cromossomos condensados 

formando a placa equatorial); MII – Metáfase II (cromossomos formando 



a placa equatorial, com o primeiro corpúsculo polar exteriorizado – figura 

2B) e NI/DEG – estrutura não identificada ou degenerada (quando não foi 

possível identificar o estágio da meiose ou pela presença de vacúolos no 

ovócito que dificultaram a visualização dos cromossomos).  

Figura 2. Fotomicrografias em estereomicroscópio e 

microscópio invertido Leica A1 – ovócitos após 24 horas de 

maturação (aum. 100 x); A2 - ovócitos desnudos (aum. 200 x) e 

A3- disposição dos ovócitos corados na lâmina (aum. 100 x) . B1

– Extrusão do corpúsculo polar (aum. 200 x). B2 - aumento de 

400 x. B3 – ovócitos em estágio de Metáfase II (aum. de 200 x).  

Os ovócitos em Metáfase II com o primeiro corpúsculo polar extruso 

estavam maduros, como mostra a figura 2B. 
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3.4 Fecundação in vitro dos ovócitos 

Os ovócitos maturados também foram avaliados de forma subjetiva, 

quanto a expansão do Cumulus oophorus sob estereomicroscópio, sendo a 

seguir lavados e transferidos para as gotas de 90 L das placas de Petri de 

35 mm de diâmetro em grupo de 20 ovócitos por gota, em meio Fert-TALP 

(a partir de modificações na TYRODE´S solution). Para a fecundação foi 

utilizado sêmen congelado em palhetas de 0,5mL de touros Bos indicus 

(Nelore – Gangster da Santa Marta/NOVA ÍNDIA, Nelore - Marte da 

SEMBRA e Nelore – RED/BIOTECH). As palhetas com sêmen foram 

descongeladas em banho-maria a 39oC por 20 segundos e o sêmen foi 

avaliado quanto aos critérios de viabilidade (motilidade e vigor) e 

concentração espermática em câmara hematimétrica (INLAB®).

A seleção dos espermatozóides viáveis foi efetuada pelo método do 

gradiente descontínuo de Percol (PERTOFT, 2000) diluído para formar a 

fração 90% e fração 45% e montado em tubo cônico de 15 mL. O 

conteúdo da palheta foi depositado na superfície do gradiente e o material 

foi centrifugado por 20 minutos a 1700 rpm.  O pellet formado foi lavado 

uma vez em meio TALP – Sperm (a partir de modificações na TYRODE´S 

solution). O pellet final foi ressuspenso em meio TALP – Fert 

suplementado com 3mg/mL de BSA, adicionado dos agentes capacitantes 

(heparina - 10 g/mL, hipotaurina - 10 M, epinefrina - 1 M e penicilamina 

- 20 M) em volume suficiente para que a concentração final atingisse 

aproximadamente 1x106 espermatozóides/mL.  



Foram separadas duas amostras para determinação da concentração 

e avaliação da motilidade espermática. A concentração foi estimada em 

câmara hematimétrica (INLAB®), diluindo-se 5 L do pellet em 250 L de 

água. O sêmen foi depositado nas gotas de 90 L já contendo os ovócitos 

em meio TALP – Fert, sob óleo mineral. Após a inseminação, os possíveis 

zigotos permaneceram em estufa durante 20 a 22 horas à temperatura de 

39 C, 5% de CO2 em ar e 100% de umidade relativa do ar.

3.5 Cultivo in vitro 

Após o período de incubação de 20 a 22 horas, os possíveis zigotos 

foram cultivados de acordo com os tratamentos propostos. Os possíveis 

zigotos foram transferidos para poços das placas Nunc  contendo 500 L

de meio de cultivo correspondente a cada tratamento e desnudados com 

auxílio de pipeta até a remoção das células do Cumulus oophorus.

Encerrado este procedimento os possíveis zigotos foram transferidos 

para as gotas de 100 L das placas de Petri de 35 mm de diâmetro sob 

óleo mineral, de acordo com os tratamentos T1: grupo controle com 

sistema tampão de 25mM de bicarbonato de sódio dos meios HTF IRVINE 

Scientific  adicionado de lactato de sódio, aminoácidos essenciais e não-

essenciais; T2: meio SOF com sistema tampão de 25mM de bicarbonato 

de sódio adicionado de lactato de sódio, aminoácidos essenciais e não-

essenciais; T3: meio SOF com sistema tampão de 9mM de bicarbonato de 

sódio e 4mM de HEPES (H 6147 SIGMA ) adicionado de lactato de sódio, 



aminoácidos essenciais e não-essenciais e T4: meio SOF com sistema 

tampão de 9mM de bicarbonato de sódio e 12mM de fosfato de sódio.

Os possíveis zigotos foram divididos em grupos de 20 por gota e em 

todos os tratamentos foram adicionados 5% de SFB e 3 mg/mL BSA. Para 

facilitar a forma de avaliação e submeter todos os meios de cultivo às 

mesmas condições, e de acordo com o número de ovócitos disponíveis por 

coleta ovariana foram confeccionadas 4 gotas de 100 L sob óleo mineral 

contendo os diferentes tratamentos, na mesma placa de Petri de 35 mm 

de diâmetro. 

Como a intenção foi testar também o desenvolvimento embrionário 

em duas atmosferas gasosas diferentes, os tratamentos foram submetidos 

de maneira simultânea em estufa à temperatura de 39 C, 5% de CO2 ,

5% de O2 e 90% de N2 e em estufa à temperatura de 39 C, 5% de CO2

em ar e 100% de umidade relativa.

Os embriões ficaram nas placas sob óleo mineral até a primeira 

avaliação feita após 24 horas a partir da fertilização (taxa de clivagem), a 

segunda avaliação feita 72 horas a partir da fertilização (taxa de mórula) 

que coincidiu de forma programada com o Feeding, onde 50% do meio de 

cada gota foi substituído pelo meio correspondente a cada tratamento, 

para retirada de substâncias tóxicas e renovação de nutrientes.  

Para obtenção das taxas de blastocistos os embriões foram 

avaliados decorridos 7 e/ou 8 dias de cultivo após a fertilização.



A capacidade dos meios de cultivo embrionário em proporcionar 

desenvolvimento foi avaliada pelas taxas de clivagem, mórula e 

blastocisto, nas duas atmosferas gasosas consideradas. 

Os parâmetros morfológicos que estabelecem critérios de seleção 

embrionária e permitem estabelecer o padrão de qualidade embrionária 

também foram considerados neste experimento.  

3.6 Elaboração dos meios de cultivo e critérios utilizados para 

avaliação do pH dos meios preparados 

Os meios TALP - Sperm, TALP – Fert e os meios destinados a etapa 

do cultivo embrionário foram preparados no laboratório (formulações 

disponíveis no apêndice do trabalho). A mistura dos reagentes foi 

efetuada em uma seqüência que evitasse a interferência de um íon sobre 

outro, seguindo critérios químicos de diluição, como por exemplo evitar 

que seja feita a mistura direta de um sal contendo íons Ca com outro sal 

contendo bicarbonato de sódio, para que não haja precipitação do 

composto carbonato de cálcio (CaCO3).

Com intervalos de 15 dias foram preparados volumes de 100mL 

para cada meio, denominados estoque. Após a confecção dos estoques foi 

aferido o pH e a osmolaridade. O padrão estabelecido para todas as 

soluções preparadas foi o valor fisiológico entre 7.3 e 7.5 para pH e 280 a 

300mOsm para osmolaridade.

Todos os estoques dos meios foram filtrados em membrana de 0,22 

m e armazenados a temperatura de 5° C. No momento do uso, foram 



retiradas alíquotas dos meios destinados a todos os tratamentos da etapa 

de cultivo embrionário. A essas alíquotas foi adicionado 5% de soro fetal 

bovino, gentamicina (50 g/mL), piruvato (2 mM) e albumina sérica 

bovina (3mg/mL). Para o meio HTF IRVINE Scientific  além desses 

componentes foi adicionado à alíquota glutamina (15 mg/mL), lactato de 

sódio (1,5mM), aminoácidos essenciais (0.02 µL/mL) e não-essenciais 

(0.01 µL/mL), componentes ausentes na formulação do produto 

comercializado.

Essas alíquotas permaneceram 1 hora em estufa de cultivo e foram 

novamente avaliadas quanto aos valores de pH antes da preparação das 

placas de cultivo. Além das aferições efetuadas no momento da 

formulação dos estoques e utilização das alíquotas dos meios de cultivo, 

as variações de pH foram observadas através de mudanças de colorações 

no intervalo entre 6.8 a 8.2, perceptíveis devido a presença do indicador 

visual de pH Phenol Red (SIGMA ).



3.7 Esquema das Medições de pH 

3.8 Análise Estatística

Para análise dos dados dos Experimentos foi empregado o teste 

ANOVA e para a comparação múltipla entre as médias dos tratamentos foi 

efetuado o teste de TuKey-Kramer (NS = 5%), baseando-se nas taxas de 

clivagem, mórulas e blastocistos. As proporções obtidas nos três estágios 

de desenvolvimento foram transformadas através da função arco seno 

( p). O efeito produzido em todos os tratamentos foi dependente do 

experimento correspondente indicando uma interação significativa (NS= 

5%). Para estimar o efeito touro nas taxas de clivagem, mórula e 

blastocistos foi aplicado o teste Student-Newman-Keuls. Para todas as 

análises utilizou-se o Software SAS (Statistical Analysis System, 9.1.3

version; SAS, 2003). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

O desenvolvimento embrionário em meios quimicamente definidos é 

um progresso que ainda não foi atingido nos procedimentos laboratoriais 

que envolvem a Produção in vitro de embriões.

A utilização de soro e outros componentes de origem animal como 

principal constituinte protéico inviabiliza a condição ideal de cultivo e 

promove o desenvolvimento embrionário com interferência de fontes de 

diversas origens e em quantidades variadas como hormônios, proteínas, 

glicoproteínas, fosfatases e quinases constituintes do soro sanguíneo 

(GONÇALVES et al., 2002). 

As modificações sugeridas neste trabalho seguem uma outra 

proposta que inclui a estabilização dos constituintes presentes nas 

formulações conhecidas, a partir de alterações no sistema de 

tamponamento. No tratamento 1 foi utilizado meio de cultivo comercial 

HTF com 25mM de bicarbonato de sódio, apropriado para garantir o 

desenvolvimento embrionário até 72 horas após a fertilização. Devido 

essa característica este meio foi enriquecido com aminoácidos (DEVREKER 

et al., 2001) para sustentar o desenvolvimento até estágios mais 

avançados.

No tratamento 2 foi confeccionado no laboratório o meio SOF 

acrescido de aminoácidos com tampão de 25mM de bicarbonato de sódio e 

a partir desta formulação os tratamentos 3 e 4 sofreram modificações em 

seus tampões biológicos. Para o tratamento 3 foi feita a associação com 

4mM de HEPES e para o tratamento 4 foi feita a associação com 12mM de 



fosfato de sódio. Essa associação de tampões foi efetuada com o intuito 

de proporcionar maior estabilidade de pH.

O experimento foi desenvolvido em duas atmosferas de cultivo e  

pôde ser comprovado que a variação na composição gasosa influenciou o 

desenvolvimento embrionário em todos os tratamentos. As variáveis 

atmosfera gasosa (comparar os dados das tabelas 2 e 3), meios de cultivo 

(tabela 2 e tabela 3) e touro (tabela 4) tiveram efeito significativo para as 

taxas de clivagem, mórulas e blastocistos. 

Foi dada importância ao desenvolvimento embrionário desde as 

clivagens iniciais, a partir das 24 horas após a fertilização. Os possíveis 

zigotos ficaram condicionados aos diferentes meios de cultivo testados nas 

duas atmosferas gasosas de 5% de CO2 com 5% de O2 e 90% de N2 e 5% 

de CO2 em ar e 100% de umidade relativa do ar.  

Os meios de cultivo foram observados quanto à capacidade de 

estabilização de pH desde as etapas de desnudamento e clivagem (24 

horas), passando pela etapa do Feeding e avaliação das taxas de mórula 

(72 horas), chegando ao estágio de blastocisto (7° e/ou 8° dia), fases em 

que houve exposição às condições de atmosfera do ar.  

A etapa crítica do desenvolvimento embrionário, onde existem 

necessidades nutritivas e metabólicas que aumentam conforme o número 

de células é o cultivo, etapa escolhida para testar as modificações de 

tamponamento. Para que os resultados não sofressem influência das 

etapas anteriores, foi estabelecido para a fase da maturação, além do 

critério subjetivo, a coloração e a classificação dos estágios de maturação 



encontrados. As taxas de maturação foram avaliadas em 4 das 13 

repetições consideradas no trabalho.

A tabela 1 mostra que a maturação ovocitária não influenciou o 

experimento pois não houve diferença entre as categorias de ovócitos 

consideradas. Foi possível estimar o potencial de viabilidade que é 

transmitido pela aparência do Cumulus oophorus e comprová-lo através 

das taxas obtidas e apresentadas. 

Pôde ser observado que a maioria (70%) dos ovócitos (n=120) 

submetidos à etapa da fecundação, independente do seu grupo de 

qualidade morfológica encontravam-se no estágio de metáfase II e 

portanto estavam maduros (tabela 1).

Com isso, após 24 horas de cultivo, independente do grau de 

classificação morfológica, a maioria dos ovócitos alcançaram o estágio de 

metáfase II.

Os critérios de classificação morfológica foram identificados em 

todos os ovócitos. Na etapa de maturação, para os ovócitos destinados à 

fertilização esses critérios não foram considerados, portanto os ovócitos 

foram distribuídos de maneira aleatória entre todos os tratamentos.  



Tabela 1. Taxas de maturação nuclear obtidas a partir de 10% dos 

ovócitos que foram aspirados e selecionados quanto aos critérios 

morfológicos de qualidade.  

Ovócitos

Grupo (n) 

Metáfase I 

% (n) 

Metáfase II 

% (n) 

G1 (38)                       12 (5)                           79 (30) 

G2 (42)                       12 (5)                           79 (34) 

G3 (40)                       16 (7)                           74 (30) 

Total        120                                17                                      94   

Para a etapa de maturação em que os ovócitos foram destinados à 

coloração, 10% do material obtido no abatedouro foi selecionado de 

acordo com os critérios estabelecidos por Leibfried & First, 1979.

Nesta etapa, os critérios de classificação morfológica foram 

identificados e considerados, sendo que os ovócitos foram distribuídos 

separadamente por categoria nas gotas de maturação. 

Mesmo os ovócitos com granulações citoplasmáticas e algumas 

manchas escuras, ou até fragmentos e vacuolizações que induzem ao 

descarte, apresentaram capacidade de serem fecundados. 

Um critério comumente valorizado na seleção é a presença das 

células do Cumulus oophorus. O que pode ser salientado após a análise do 

material coletado é que mesmo os ovócitos pertencentes ao grau de 

qualidade 4 e que foram incluídos no grupo grupo 3 (ovócitos 

parcialmente desnudos e ovócitos sem células do cumulus) co-cultivados 



por período de 24 horas apresentaram potencial para serem fecundados 

(tabela 1). 

Os resultados apresentados na tabela 1, são semelhantes às taxas 

de maturação ovocitária in vitro em animais de laboratório e animais de 

produção (70 a 90 %) sendo superiores às verificadas em ovócitos felinos 

(50 a 65%). Esses índices devem-se à suplementação de FSH e LH no 

meio de cultura (Lópes et al., 2004). 

De acordo com Beker et al (2002), a adição de 1 g/mL de estradiol 

na etapa de maturação, além de diminuir a taxa de ovócitos que atingem 

o estágio de MII, contribui para o aumento de aberrações nucleares 

afetando de maneira negativa a maturação nuclear dos ovócitos bovinos e 

o conseqüente desenvolvimento embrionário. 

As taxas de maturação tornam-se importantes para eliminar a 

influência de fatores externos como a não competência ovocitária devido o 

material ser oriundo de abatedouro ou aos altos índices de degeneração 

dos ovócitos, já verificados no momento em que estes são retirados dos 

folículos de origem.  

Os dados apresentados na tabela 1, concordam com Stojkovic., et al 

(1999) sugerindo que após a extrusão do primeiro corpúsculo polar 

existem outras modificações de especial interesse que podem influenciar a 

ativação do ovócito como por exemplo a persistência do corpúsculo polar 

ou a ocorrência de sua fragmentação ao invés da sua degradação total.  

Outros dados publicados por Stojkovic et al (2001) destacaram que 

existem diferenças na reorganização mitocondrial e nos níveis de ATP 



entre as categorias de ovócitos classificados como bons e pobres e que 

essas características podem ser correlacionadas aos critérios de 

classificação morfológica e também podem influenciar a capacidade de 

desenvolvimento dos ovócitos após a fertilização.

Para os ovócitos que foram fecundados, o critério subjetivo de 

classificação não foi considerado e além da distribuição aleatória dos 

grupos entre os tratamentos, procurou-se utilizar o mesmo sêmen para 

todos os tratamentos em cada rotina desenvolvida. 

O meio HTF (IRVINE Scientific ) simples foi enriquecido com 

aminoácidos (essenciais 50X – B6766 e não-essenciais 100X – M7145) 

que constituem fatores de crescimento os quais potencializam o 

mecanismo de estimulação desencadeado pela presença do soro fetal no 

meio de cultivo, além de suas propriedades antioxidantes que reduzem a 

formação de superóxidos (BAVISTER, 1995; FEUGANG et al., 2004), pois 

a ausência de glutamina e aminoácidos essenciais inibe o desenvolvimento 

até blastocisto.

A glutamina associada aos aminoácidos essenciais são importantes 

precursores das glicoproteínas e dos glicolipídios contribuindo com a 

integridade celular (GARDNER et al., 1994).  

Alguns autores descreveram a adição de vitaminas (BME – basal

medium of eagle) e/ou insulina, transferrina e selênio (ITF), mas quando 

associados ao soro e/ou BSA não causaram aumento na taxa de 

blastocistos (CAMARGO et al., 2001; TRICOIRE et al., 1999; GILARDI et 

al., 2004) por isso não foram adicionados. 



Análises do fluido do oviduto e do útero ao longo do ciclo hormonal 

revelaram mudanças na concentração de carboidratos tanto dentro do 

ciclo como entre o oviduto e o útero. Gardner e Lane (1997) verificaram 

que no oviduto, os níveis de glicose são mais baixos quando o 

ovócito/pré-embrião estão presentes (0,5 mM) e que o piruvato está 

aumentado (0,32 mM). Já no útero, a glicose alcançou um pico de 3,15 

mM e o piruvato apresentou bem diminuído (0,1 mM) (ALMODIN et al., 

2001).

 Entretanto, deve-se levar em consideração que o ovócito e o pré-

embrião são circundados por células do cumulus, muito ativas 

metabolicamente e consomem glicose liberando piruvato e lactato. Além 

disso, o embrião de duas células possui um transportador específico para 

a glicose, indicando alguma função fisiológica para esta hexose, talvez 

outra que não como fonte de energia (SCHOOLCRAFT et al., 1999). A 

glicose tem sido adicionada aos meios para cultivo embrionário 72 horas 

após a fertilização na maioria dos protocolos laboratoriais, independente 

da presença de co-cultivo celular (FORELL et al., 2001).  

O tratamento 4, associou o tampão fosfato ao bicarbonato de sódio 

e as taxas de desenvolvimento embrionário foram inferiores aos 

tratamentos T1 e T2 (P< 0,05) e semelhantes ao T3 (P>0,05). A taxa de 

desenvolvimento embrionário foi significativamente menor (P< 0,05) para 

os estágios de mórula e blastocisto conforme descrito na tabela 2.

Esta queda nas taxas de desenvolvimento verificadas no T4 pode 

estar associada à presença de glicose. Foi adicionado 1,0 mM de glicose 



em todos os tratamentos. Essa quantidade foi menor do que a quantidade 

sugerida por FORELL et al, (2001), que comprovou a necessidade da 

adição de glicose para o cultivo dos embriões após 72 horas. Devido ao 

efeito Crabtree observado em várias espécies, existe a possibilidade de 

que uma associação entre o tampão fosfato e a glicose tenha sido 

prejudicial à formação do blastocisto. 

Tabela 2. Médias e desvios padrão das taxas de clivagem, mórulas e 

blastocistos para os ovócitos cultivados a 39°C, 5% de CO2 5% de O2 e 

90% de N2.

   Tratamento 

       (n) 

   Clivagem 

   (%  S) 

      Mórula 

     (%  S) 

        Blastocisto 

        (%  S) 

T1 (400) 70,0A  9,0 34,0A  9,0 21,0A  6,0 

T2 (400) 74,0A  13,0 38,0A  13,0 21,0A  6,0 

T3 (400) 49,0B  8,0 24,0B  9,0 13,0B  3,0 

T4 (400) 41,0B  9,0 17,6B  6,0 9,0B  2,0 

Médias seguidas por letras maiúsculas distintas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05). 

O desvio da utilização da glicose para outras vias pode levar à 

biossíntese de importantes anabólitos para o embrião e o caminho 

metabólico dos nutrientes preferidos pode levar a vantagens no suporte 

do desenvolvimento do embrião in vitro (ALMODIN et al., 2001).

Importantes reguladores do metabolismo energético são os 

aminoácidos. Os aminoácidos essenciais não parecem conferir nenhum 



benefício ao embrião até o estágio de 8 células, e até podem resultar em 

perda de viabilidade (LANE et al., 2003).

A presença de alguns genes transcritos e que são expressos durante 

o bloqueio do desenvolvimento embrionário e na degeneração dos 

embriões produzidos in vitro foi descrita por Ripamonte et al., 2005. Os 

mesmos autores detectaram a existência de dois grupos de embriões: o 

embrião que atinge mais rapidamente o estágio de 8 células e portanto 

têm maior potencial de tornar-se um blastocisto e o embrião mais lento 

que ativa os genes associados aos processos de morte celular por 

apoptose.

 Neste trabalho, ao analisar o desenvolvimento embrionário foi 

verificado bloqueio no estágio de 8 a 16 células, independente das 

modificações efetuadas nos meios de cultivo, justificando a visível queda 

no desenvolvimento embrionário verificada a partir das taxas de clivagem 

para todos os tratamentos que foram, respectivamente, de 70,0%; 

74,0%; 49,0% e 41,0% nos embriões cultivados em atmosfera com 5% 

de CO2, 5% de O2 e 90% de N2.

Quanto à formação das mórulas, houve diferença significativa nas 

taxas embrionárias obtidas nos tratamentos 1 e 2 (34,0% e 38,0%) 

quando comparados aos tratamentos 3 e 4 (24,0% e 17,6%) como pode 

ser observado na tabela 2. 

Esses dados indicaram que as modificações efetuadas no meio de 

cultivo HTF (IRVINE Scientific ) contribuíram com o desenvolvimento 

embrionário a partir dos estágios iniciais após a clivagem, como 



demonstrado na figura 3, até os estágios de mórula e blastocisto (34,0% 

mórulas e 21,0% de blastocistos) e não apresentou diferença significativa 

quando comparado ao T2 que apresentou taxas superiores aos demais 

tratamentos (38,0% de mórulas e 21,0% de blastocistos).

Em estudo realizado por Fleury, 2002 verificou-se que a presença de 

HEPES no meio HAM F-10 não apresentou efeito deletério sobre as taxas 

de gestação para embriões eqüinos que permaneceram nesse meio por 

até 18 horas antes da inovulação.

Figura 3 – Estágios iniciais do desenvolvimento 

embrionário. A - Aspecto dos embriões clivados 24 horas após 

a fertilização. B - Embriões de 8 a 16 células obtidos 72 horas 

após a fertilização (fotomicrografia em aumento de 400 x). 

É importante destacar que um critério considerado durante a 

avaliação dos resultados foi o aspecto da conformação celular (figuras 4 e 

5) na formação dos embriões. Não houve diferença morfológica na 

qualidade embrionária entre os tratamentos, avaliação que não permite 

ser efetuada em trabalhos que utilizam o HEPES em meios de 
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manutenção, pois nesses casos não há a presença do HEPES na formação 

do embrião.

Figura 4 – Fotomicrografia de embriões PIV. A- Mórulas 

produzidas a 39°C em atmosfera de cultivo com 5% de CO2, 5% de 

O2 e 90% de umidade relativa em meio SOFaa com 25 mM de 

bicarbonato de sódio (aum. de 400 x). B- Blastocisto produzido a 

39°C em atmosfera de cultivo com 5% de CO2, 5% de O2 e 90% de 

umidade relativa em meio SOFaa com 9 mM de bicarbonato de 

sódio e 4 mM de HEPES (aum. de 400 x). C- Blastocistos 

produzidos a 39°C em atmosfera de cultivo com 5% de CO2, 5% de 

O2 e 90% de umidade relativa resultantes de todos os tratamentos 

e dispostos na mesma gota em meio HTF Irvine Scientific  para 

fotografia (aumento de 100 x). 

Apesar disso, os trabalhos que justificam a adição de HEPES no meio 

de cultivo embrionário referem-se à praticidade em dispensar uma 

atmosfera controlada com CO2 para equilíbrio de pH (GORDON, 1994) o 

que teoricamente é justificável, mas a produção de embriões in vitro em 

A B C 



atmosfera sem a presença de CO2 no sistema ainda não é possível com os 

tampões usualmente utilizados. 

Outra justificativa para associação do tampão orgânico HEPES seria 

de que esse tampão protege a molécula de DNA dos efeitos do peróxido 

de hidrogênio (ERMILOV et al., 1999) mas é sabido que a produção de 

radicais livres no sistema de cultivo verifica-se tanto em atmosfera com 

5% de CO2 em ar (FEUGANG et al., 2004) como em atmosfera com 5% de 

CO2 , 5% O2 e 90% de N2 o que possibilita associar a poluição do sistema 

com radicais livres aos eventos que acontecem em todos os organismos 

vivos e que estão mais associados à presença de CO2 do que a presença 

de O2, por isso existem poucos trabalhos descrevendo os efeitos dos 

radicais livres no sistema reprodutivo da fêmea (OYAWOYE et al., 2003; 

PASQUALOTTO et al., 2004; AGARWAL et al., 2005).

Com base nos achados deste experimento, as taxas obtidas para os 

embriões dos tratamentos T3 e T4 que foram cultivados em atmosfera 

gasosa com 5% de CO2, 5% de O2 e 90% de N2 foram superiores às 

obtidas quando os embriões foram mantidos nos mesmos meios do T1 e 

T2, em atmosfera gasosa com 5% de CO2 em ar e 100% de umidade 

relativa.

Diferentes critérios de seleção têm sido propostos desde os estágios 

iniciais de clivagem, como a morfologia pronuclear, primeiras clivagens e 

a morfologia do zigoto após 72 horas de clivagem (SCOTT et al., 2007). 

Mesmo as avaliações efetuadas 24 horas após a fertilização apresentam 

correlação adequada com o desenvolvimento, implantação e prenhez 



embora esses critérios sejam pouco citados na PIV de embriões bovinos 

(SCOTT, 2002, 2003; EBNER et al., 2003; RIENZI et al., 2005; HOLTE et 

al., 2007). 

O padrão de qualidade utilizado para o critério de qualidade 

embrionária nos diferentes tratamentos foi o estabelecido por Veeck, 

(1999) que classificou os embriões pelo aspecto e tamanho dos 

blastômeros além de avaliar a simetria das clivagens através dos graus de 

fragmentação (escore de 1 a 5).

Os embriões produzidos e cultivados a partir dos meios com tampão 

bicarbonato de sódio dos tratamentos T1 e T2 apresentaram, no critério 

qualidade embrionária, conformação celular similares em todos os 

tratamentos. Esse fato caracterizou a mesma aparência de qualidade aos 

embriões produzidos e cultivados a partir dos meios com tampão 

bicarbonato de sódio (figuras 4A e 5A) modificado pela associação com 

HEPES (tratamento 3) e aos embriões cultivados a partir da associação 

com o fosfato (tratamento 4). 

Os valores demonstrados nas tabelas 2 e 3 referem-se à quantidade 

de embriões (taxas de clivagem, mórula e blastocisto) que 

desenvolveram-se nos meios de cultivo propostos nos tratamentos e 

atmosferas gasosas descritas. Ficou comprovado que os eventos 

fisiológicos e morfológicos associados à formação do zigoto e à 

diferenciação celular para a formação do blastocisto (WRENZYCKI et al., 

2005) sofreram influência dos fatores relacionados ao sistema de cultivo 

in vitro. 



As variações de pH ganharam maior atenção recentemente devido à 

observação dos procedimentos em tecnologias de Reprodução Assistida 

para embriões humanos. O pH do meio de cultivo é determinado pela 

combinação entre a composição do meio na atmosfera de cultivo e a 

concentração de CO2 cuja função no sistema é o controle do pH (QUINN, 

2003).

As observações referentes à atmosfera gasosa confirmaram a 

influência do dióxido de carbono na atual formulação dos meios de cultivo 

devido a grande interação do CO2 com o bicarbonato de sódio para 

manutenção do pH. Os meios de cultivo contendo apenas o bicarbonato de 

sódio em sua formulação foram responsáveis pelas maiores taxas de 

blastocisto (figura 4).

Observando os resultados das tabelas 2 e 3 verifica-se que à 

temperatura de 39 C, em atmosfera com 5% de CO2 em ar e 100% de 

umidade relativa (tabela 3), o desenvolvimento embrionário apresentou 

diferença significativa (P<0,05) para as taxas de clivagem (T1:38,0%; 

T2:34,5%; T3:30,4% e T4:21,5%), mórulas (T1:20,4%; T2:18,3%; 

T3:14,6% e T4:11,0%) e blastocistos (T1:12,4%; T2:11,0%; T3:8,6% e 

T4:6,0%) quando comparado ao cultivo em atmosfera de 5% de CO2 e 

5% de O2 e 90% de N2 a temperatura de 39  C considerando também as 

taxas de clivagem (T1:70,0%; T2: 74,0%; T3:49,0% e T4:41,0%), 

mórulas (T1:34,0%; T2:38,0%; T3:24,0% e T4:17,6%) e blastocistos 

(T1:21,0%; T2:21,0%; T3:13,0% e T4:9,0%) como está demonstrado na 

tabela 2, determinando que há necessidade de concentrações controladas 



de oxigênio em combinação ao dióxido de carbono na mistura gasosa, 

mesmo quando foi adicionado aos constituintes dos meios de cultivo 

outros tampões. Existiu diferença estatística (P<0,05) entre as duas 

atmosferas gasosas em todas as etapas do desenvolvimento embrionário. 

Tabela 3. Média e desvios padrão das taxas de clivagem, mórulas e 

blastocistos para os ovócitos cultivados a 39°C, 5% de CO2 em ar e 100% 

de umidade relativa. 

Tratamento 

(n)

Clivagem

(%  S) 

Mórula

(%  S) 

Blastocisto

(%  S) 

T1 (400) 38,0A  13,0 20,4A  5,0 12,4A  4,0 

T2 (400)    34,5A  12,0 18,3A  4,0     11,0A  3,0 

T3 (400) 30,4AB  14,0 14,6AB  4,0 8,6AB  3,0 

T4 (400)   21,5B  7,0 11,0B  4,0 6,0B  2,0 

Médias seguidas por letras maiúsculas distintas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05).

Em ambas as atmosferas gasosas, o desenvolvimento embrionário a 

partir do estágio de mórula foi significativamente inferior (P<0,05) nos 

tratamentos T3 (24,0% e 14,6%) e T4 (17,6% e 11,0%) e esta 

diminuição também foi verificada para as taxas de blastocisto (T3: 13,0% 

e 8,6) e T4 (9,0% e 6,0%). Essas associações entre os tampões 

(bicarbonato de sódio e HEPES e bicarbonato de sódio e fosfato) foram 

feitas na tentativa de proporcionar maior estabilidade às soluções dentro e 

fora da estufa.   



Os dados da tabela 3, indicam que a adição de baixas concentrações 

de HEPES ao sistema de cultivo não contribuiu para aumentar a taxa de 

produção de blastocistos em ambas as atmosferas testadas para todas as 

etapas do desenvolvimento embrionário. 

Esse fato pode ser confirmado pelas taxas de clivagem, mórula e 

blastocisto observadas nos tratamentos nas duas atmosferas gasosas (T3: 

49,0%; 24,0% e 13,0% em comparação a T3: 30,4%; 14,6% e 8,6%) e 

em comparação às taxas de clivagem, mórula e blastocisto obtidas no 

tratamento 1 e 2 (figura 5B) terem sido superiores. 

Figura 5 – Fotomicrografia de embriões PIV. A- Blastocisto 

produzido a 39°C em atmosfera de cultivo com 5% de CO2 em 

ar e 100% de umidade relativa em meio SOFaa com tampão de 

9 mM de bicarbonato de sódio e 12 mM de fosfato de sódio 

(aum. de 400 x). B1- Blastocistos produzido a 39°C em 

atmosfera de cultivo com 5% de CO2 em ar e 100% de umidade 

relativa em meio SOFaa com tampão de 25 mM de bicarbonato 

de sódio (aum. de 200 x) e B2- Aumento de 400 x.

A B1 B2 



Outros componentes do meio de cultivo ou ainda as condições em 

que este experimento foi desenvolvido são fatores que também podem ter 

contribuído para a diminuição das taxas apresentadas. A presença do 

HEPES ou do fosfato nas concentrações dos meios de cultivo descritos 

neste experimento foi determinante para a indicação ou não da utilização 

de outros tampões biológicos e outras concentrações em associação ao 

bicarbonato de sódio para estes fins.

Os resultados verificados para o tratamento 4, composto pelo meio 

SOFaa modificado pela adição de 12 mM de fosfato de sódio (figura 5A) e 

diminuição da concentração de bicarbonato de sódio foram inferiores aos 

outros tratamentos em ambas as atmosferas testadas (T4: 41,0%; 17,6% 

e 9,0%) em comparação a T4: 21,5%; 11,0% e 6,0%. Este tratamento 

diferiu apenas dos tratamentos T1 e T2 e das taxas de blastocistos do T3. 

Não houve diferença estatística para as taxas de clivagem e mórula entre 

os tratamentos 3 e 4 (tabela 3).  

Os valores de pH obtidos para os meios com tampão de bicarbonato 

de sódio apresentaram variação que elevou o pH tornando-o básico em 

diversas etapas  do experimento, principalmente nos momentos em que 

fez-se necessário a retirada das placas de dentro da estufa para a análise 

da clivagem e Feeding, quando os embriões ficaram expostos a atmosfera 

ambiente. Apesar destes procedimentos serem rápidos a variação 

demonstrada indica que mesmo no interior da atmosfera controlada o pH 

não se mantém no valor fisiológico de 7,3 a 7,5 ideal para o cultivo 

embrionário.



A associação do HEPES ao bicarbonato de sódio efetuada no 

tratamento 3 em ambas as atmosferas, apenas demonstrou maior eficácia 

em promover menor variação de pH. O HEPES  também foi utilizado na 

etapa de maturação na concentração de 20mM e sua capacidade de 

estabilizar pH não é deletéria aos índices de clivagem.

As oscilações de pH que freqüentemente ocorrem durante as 

manipulações embrionárias em atmosfera e temperatura ambiente foram 

visivelmente minimizadas nas soluções que ficaram mais estáveis devido à 

associação do HEPES (figura 4B) e do fosfato (figura 5A) ao bicarbonato 

de sódio. 

O HEPES é usualmente utilizado em concentrações de até 25mM 

aumentando também os índices de blastocisto sobre o total de ovócitos e 

sobre o total de clivados (MONTAGNER, et al., 2000), mas é importante 

ressaltar que além da atmosfera gasosa, sua concentração parece ser 

dependente da espécie, das manipulações e das condições de cultivo para 

PIV em cada laboratório ou mesmo em cada procedimento de maneira 

isolada.

Portanto os resultados obtidos neste experimento não foram 

suficientes para descartar a adição de HEPES ou a associação de tampões 

biológicos na formulação dos meios que forem utilizados fora de estufa 

com atmosfera controlada. Esta é uma alternativa que poderá contribuir 

para a estabilização dos constituintes dos meios em contato com os 

embriões (figura 4) e conseqüentemente para a melhoria do sistema de 

cultivo.



Por isso é fundamental reforçar que este assunto ainda exige 

maiores estudos que aprofundem os conceitos do metabolismo 

embrionário com os constituintes das formulações que dispensam o 

sistema complexo de co-cultivo celular.  

Na análise estatística dos dados não foi dada importância ao efeito 

touro gerado pela utilização de reprodutores diferentes. Esta variável foi 

isolada na aplicação do teste estatístico para que a influência dos meios 

de cultivo nos tratamentos ficasse dependente apenas da interação entre 

a atmosfera gasosa e os sistemas de tamponamento.  

Tabela 4. Porcentagem média de clivagem, mórula e blastocisto de 

acordo com o sêmen utilizado na fertilização dos ovócitos nas duas 

atmosferas gasosas. 

Touro Clivagem

(%)

Mórula

(%)

Blastocisto

(%)

T1Gangster 74,0B 48,0B 35,5A

T2 N-186 70,0B 46,0B 35,0A

T3 Nel.Red 84,0A 54,0A 36,0A

Médias seguidas por letras maiúsculas distintas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05). 

Apesar disso, para as taxas de clivagem, foi considerada a interação 

entre o número de ovócitos e os diferentes touros utilizados, mesmo que 

o número de repetições tenha sido diferente para cada animal. Todos os 

touros foram utilizados nas duas atmosferas gasosas, sendo que o touro 1 



fertilizou 720 ovócitos em 4 repetições, o touro 2 fertilizou 1920 ovócitos 

em 7 repetições e o touro 3 fertilizou 560 ovócitos em 2 repetições. 

Mesmo com um número de repetições desigual para cada touro, o 

número de ovócitos foi expressivo para demonstrar que houve diferença 

entre os reprodutores sobre as taxas de clivagem, mórula e blastocisto do 

experimento, conforme apresentado na tabela 4. 

Outros estudos a respeito da estrutura química tamponante devem 

ser realizados, na tentativa de desenvolver sistemas práticos de cultivo. 

Tais estudos devem ter o intuito de contribuir com o melhoramento das  

condições de cultivo e oferecer também maior estabilidade às variações de 

pH verificadas nos procedimentos de PIV durante a manipulação dos 

ovócitos e embriões dentro e fora da estufa. 

Esse trabalho sugere pesquisas direcionadas à bioquímica do 

desenvolvimento embrionário para que num futuro próximo exista a 

possibilidade de substituirmos as incubadoras atuais e dar início a uma 

produção de embriões que tenha desenvolvimento auto-suficiente a partir 

das próprias soluções de cultivo. Somente as modificações nos meios de 

cultivo que combinarem suas formulações com as variações da atmosfera 

gasosa poderão obter êxito em suas avaliações. 

Com base nas idéias que foram apresentadas, possivelmente, os 

experimentos realizados irão colaborar de forma positiva para o 

desenvolvimento de outras pesquisas referentes aos assuntos: Sistemas 

de cultivo embrionário e Bloqueio do desenvolvimento embrionário.  



É de grande interesse que algumas lacunas ainda existentes e que 

englobam os meios de cultivo utilizados em todas as etapas da produção 

in vitro de embriões bovinos sejam reavaliadas. O estudo de modificações 

no tamponamento dos meios e/ou a pesquisa de outros tampões 

biológicos mais estáveis pode também contribuir com a etapa de 

transporte e maturação dos ovócitos aspirados in vivo com auxílio de OPU.

Além disso, em um futuro próximo, esses sistemas contribuirão 

progressivamente com a garantia da viabilidade dos embriões PIV 

associadas às técnicas de criopreservação. 



5 CONCLUSÕES

5.1 Comportamento das soluções tamponantes no 

desenvolvimento embrionário simultâneo em 4 meios de cultivo. 

Verificou-se que a variação e/ou associação de diferentes agentes 

tamponantes contribuiu para a estabilização de pH e osmolaridade dos 

meios.

As associações entre os sistemas tamponantes permitiu o 

desenvolvimento embrionário, mas não melhorou de maneira significativa 

os índices de clivagem e mórula quando o cultivo foi efetuado em 

atmosfera com 5% de CO2 em ar e 100% de umidade relativa. 

A adição de HEPES quando o cultivo foi efetuado em atmosfera com 

5% de CO2, 5% de O2 e 90% de N2 pode ter contribuído para a produção 

in vitro de blastocistos bovinos.

Perspectiva 

A exemplo do que foi testado com esses experimentos, outros 

trabalhos com propostas de variações e/ou associações entre outros 

sistemas tampões, testando novas concentrações poderão atingir 

melhores taxas de clivagem, mórulas e blastocistos para a produção de 

embriões bovinos in vitro.



5.2 Efeito de atmosferas gasosas diferentes sobre as taxas de 

clivagem, mórula e blastocisto dos embriões bovinos cultivados in 

vitro.

Os meios contendo bicarbonato de sódio submetidos à atmosfera 

gasosa com 5% de CO2, 5% de O2 e 90% de N2 proporcionaram maiores 

taxas de clivagem, mórula e blastocisto. 

O cultivo embrionário em atmosfera  de 5% de CO2, 5% de O2 e 90% 

de N2 contribuiu com as associações entre os tampões HEPES e fosfato 

para as taxas de mórula e blastocisto. 

Perspectiva 

Ainda não é possível atingir um equilíbrio tamponante que forneça 

suporte suficiente para estabilizar os meios de cultivo embrionário 

contendo bicarbonato de sódio na ausência de uma atmosfera controlada. 

Mesmo com a associação de outros tampões ao bicarbonato de sódio na 

composição dos meios de cultivo, as taxas de desenvolvimento 

embrionário foram superiores quando o cultivo foi efetuado em atmosfera 

gasosa com 5% de CO2, 5% de O2 e 90% de N2.
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7. APÊNDICE

Composição e características do estoque de meio PIV preparado 

no laboratório. 

7.1 SPERM-TALP 

Componente / SPERM     Concentração (mM) 

Cloreto de Sódio            97.8 

Cloreto de Potássio             3.10 



Sulfato de Magnésio           0.40  

Cloreto de Cálcio             2.00 

Bicarbonato de Sódio           25.0  

HEPES                  10.0 

Fosfato de Sódio                          2.90 

Lactato de Sódio                         16.9 

Sulfato de Gentamicina               50 mg/mL  

Phenol Red    10  µg/mL 

Suplementação Protéica                      ausente

Coloração             Vermelho 

Veículo          Água ultra-pura 

Volume               100 mL* 

Composição e características do estoque de meio PIV preparado 

no laboratório. 

7.2 FERT-TALP 

Componente / FERT            Concentração 

(mM)

Cloreto de Sódio            114.0 

Cloreto de Potássio             3.20 



Sulfato de Magnésio           0.80  

Cloreto de Cálcio             2.00 

Bicarbonato de Sódio           25.0  

Fosfato de Sódio                          2.90 

Lactato de Sódio                          7.60 

Phenol Red    10  µg/mL 

Suplementação Protéica                      ausente

Coloração             Vermelho 

Veículo          Água ultra-pura 

Volume               100 mL* 

Composição e características do estoque de meio PIV preparado 

no laboratório. 

7.3 SOFaa 

Componente / SOF            Concentração 

(mM)

Cloreto de Sódio            107.8 

Cloreto de Potássio             7.20 

Sulfato de Magnésio           0.48  



Cloreto de Cálcio             1.70 

Bicarbonato de Sódio           25.0  

Fosfato de Potássio                        1.20 

Lactato de Sódio                          1.50 

Glicose                 1.00 

Glutamina        15  mg/mL 

AA 50X (B6766)         0.02 µL/mL 

AA 100X (M7145)        0.01 µL/mL

Phenol Red             10  µg/mL 

Suplementação Protéica                      ausente

Coloração             Vermelho 

Veículo          Água ultra-pura 

Volume               100 mL* 

Composição e características dos estoque de meio PIV preparado 

no laboratório.

7.4 SOFaa HEPES 

Componente / SOF-HEPES    Concentração (mM) 

Cloreto de Sódio            107.8 

Cloreto de Potássio             7.20 

Sulfato de Magnésio           0.48  

Cloreto de Cálcio             1.70 



Bicarbonato de Sódio           9.00  

HEPES                  4.00 

Fosfato de Potássio                        1.20 

Lactato de Sódio                          1.50 

Glicose                 1.00 

Glutamina        15  mg/mL 

AA 50X (B6766)         0.02 µL/mL 

AA 100X (M7145)        0.01 µL/mL

Phenol Red             10  µg/mL 

Suplementação Protéica                      ausente

Coloração              Laranja 

Veículo          Água ultra-pura 

Volume               100 mL* 

Composição e características do estoque de meio PIV preparado 

no laboratório.

7.5 SOFaa FOSFATO 

Componente / SOF-Fosfato            Concentração 

(mM)

Cloreto de Sódio            107.8 

Cloreto de Potássio             7.20 

Sulfato de Magnésio           0.48  

Cloreto de Cálcio             1.70 



Bicarbonato de Sódio           9.00  

Fosfato de sódio monobásico e dibásico                      12.00 

Fosfato de Potássio                        1.20 

Lactato de Sódio                          1.50 

Glicose                 1.00 

Glutamina        15  mg/mL 

AA 50X (B6766)         0.02 µL/mL 

AA 100X (M7145)        0.01 µL/mL

Phenol Red             10  µg/mL 

Suplementação Protéica                      ausente

Coloração              Laranja 

Veículo          Água ultra-pura 

Volume               100 mL* 

Composição e características do estoque de meio PIV adquirido no 

comércio.

7.6 HTF (IRVINE-Scientific )

Componente / HTF           Concentração 

(mM)

Cloreto de Sódio            97.8 

Cloreto de Potássio             4.69 

Sulfato de Magnésio           0.20  



Cloreto de Cálcio             2.04 

Bicarbonato de Sódio           25.0  

Glicose                2.78 

Piruvato de sódio            0.33 

Lactato de Sódio                         21.4 

Sulfato de Gentamicina                  10 g/mL

Vermelho de fenol          10  mg/mL 

Suplementação Protéica                      ausente

Coloração         Vermelho-alaranjado 

Veículo          Água ultra-pura 

Volume               100 mL* 

Validade              64 dias 

Número do Catálogo                   90125 
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Resumo 
O objetivo deste trabalho foi avaliar a taxa de maturação nuclear e 
desenvolvimento embrionário in vitro de ovócitos obtidos a partir de fêmeas 
bovinas abatidas em fase cíclica desconhecida considerando os critérios de 
classificação morfológica dos COCs. 145 COCs foram aspirados, 
classificados e maturados por 24 horas em meio TCM-199 com 10% SFB, 
20mM HEPES, 0,5 g/mL FSH, 0,03 UI/mL LH em temperatura de 38°C e 
5% de CO2 em ar. Na primeira etapa do experimento, os ovócitos foram 
distribuídos em 3 tratamentos (T): T1- COCs qualidade 1; T2 – COCs

qualidade 2 e T3 – COCs qualidade 3 e 4. A avaliação da configuração 
cromossômica dos ovócitos maturados in vitro não indicou diferença 
estatística para maturação nuclear entre os graus de qualidade ovocitária. Na 
segunda etapa do experimento, os ovócitos foram maturados e fertilizados 
conforme os 3 tratamentos anteriores e o T4 – pool de COCs com todos os 
graus de qualidade. As médias de clivagem foram: T1 (18); T2 (16); T3 (11) 
e T4 (17) e mórula: T1 (14); T2 (11); T3 (4) e T4 (9). Os resultados 
indicaram que independente da classificação morfológica e do estágio do 
ciclo estral das fêmeas, os ovócitos co-cultivados após 24 horas tiveram 
capacidade de desenvolverem-se in vitro até o estágio de MII antes da 
fertilização em todos os tratamentos. Após a fertilização, apenas o T3 
apresentou desenvolvimento embrionário inferior aos demais, indicando que 
ovócitos com graus de qualidade 3 e 4 não forneceram médias satisfatórias 
quando foram cultivados separadamente.    

Abstract 

The aim of the present study was to investigate the morphology of oocytes categories for in vitro maturation and 
your effect in the developmental capacity of quality IVP embryos. 145 COCs were cultured for 24h, in TCM 
199, containing 10% fetal bovine serum, 20mM HEPES, 0,5 g/mL FSH, 0,03 UI/mL LH at 38°C and a moist 
atmosphere of 5% de CO2. After morphology categories selecion the oocytes were distribuated according with 
treatments (T): T1- COCs with quality 1; T2 - COCs with quality 2 and T3 – COCs with quality 3 and 4. The 
chromosomal configuration avaliable in the in vitro oocytes matured don’t resulted in statistical diference among 
treatments. In the second step of experiment, the oocytes were matured and fertilized according to three previous 
treatments and T4 – pool of COCs with everything grades. The clivage rates were: T1 (18); T2 (16); T3 (11) e 
T4 (17) and morule rates: T1 (14); T2 (11); T3 (4) e T4 (9). The results showed: independent morphological 
classification and female, the oocytes co-cultured after twenty-four hours had to developmental in vitro capacity
into MII stage before fertilization time in every treatment. After fertilization, T3 alone presented embrionary 
developmental others different, indicating which oocytes quality grade 3 and 4 don’t  proving satisfactory rates 
in the separated culture.    

Key words: in vitro maturation, bovine oocytes, morphology classification, development quality.  
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Abstract 

The aim of the present study was to investigate the effect of different buffer systems in the pH stability 

of culture medium and in the developmental capacity of IVP embryos. After fertilization, the zygotes 

were cultivated according with treatments (T): T1- control group with NaHCO3 in  medium HTF 



Irvine Scientific ; T2- group with 25 mM NaHCO3 in medium SOFaa; T3 – group with 9mM 

NaHCO3 and 4 mM HEPES in medium SOFaa and T4 – group with 9mM NaHCO3 and 12 mM 

sodium phosphate in medium SOFaa. The embryos were exposed in two ambient: atmosphere with 

5% CO2 + 5% O2 + 90% N2 at 39  C and atmosphere with 5% CO2 in air at 39  C and 100% humidity. 

The results obtained in this work showed that the addition of low concentration of HEPES to the 

culture media did not negative influence for blastocyst formation. Media buffering depends on the 

gaseous atmosphere utilized during culture and embryo development is sensitive to pH variation 

during culture, especially in bench manipulations. The pH stability obtained in these conditions didn’t 

damage embryonic developmental and may be beneficial for embryo quality during cleavage rates 

evaluation and feeding when embryos were exposed to ambient atmosphere.  

Key words: in vitro production; bovine embryos; culture; buffer system; gaseous atmosphere.  
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