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RESUMO 

 

DA LUZ, C. M. Efeitos da estimulação ovariana e da fertilização in vitro na pressão 

arterial e em parâmetros metabólicos da prole adulta de murinos. 2022. Tese (Doutorado 

em Ciências) – Programa de Pós-Graduação em Ginecologia e Obstetrícia, Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

 

Introdução: A estimulação ovariana, a fertilização in vitro (FIV) e a vitrificação oocitária 

representam avanços significativos na medicina reprodutiva, permitindo que casais inférteis 

concebam. Em todo o mundo mais de oito milhões de bebês nasceram graças a tratamentos de 

reprodução assistida e este número tende a aumentar. Contudo, estudos indicam que a 

manipulação de gametas e embriões pode afetar o metabolismo da prole a longo prazo. 

Pesquisas sugerem que crianças concebidas após FIV possuem perfis metabólicos distintos, o 

que pode predispô-las a doenças na vida adulta. No entanto, a maioria dos estudos que avaliam 

o impacto das técnicas de reprodução assistida na prole envolve dados perinatais, neonatais e 

de curto prazo. Portanto, estudos de longo prazo que investiguem a saúde da prole concebida 

com o auxílio dessas técnicas permanecem necessários. Objetivos: Esse estudo teve por 

objetivo avaliar o impacto da estimulação ovariana isolada e associada FIV na prole adulta de 

camundongos. Avaliamos também a viabilidade da obtenção de prole murina por meio da 

combinação das técnicas de vitrificação oocitária, rompimento parcial da zona pelúcida (PZD) 

e FIV. Material e métodos: Este é um estudo experimental prospectivo que utilizou o modelo 

murino. Os desfechos na prole foram comparados entre três grupos: (1) grupo Natural 

(controle), prole concebida naturalmente, (2) grupo Estimulado, animais nascidos após estímulo 

ovariano e fertilização in vivo e (3) grupo FIV Fresco, prole oriunda de estimulação ovariana e 

FIV de oócitos frescos. Para obtenção da prole de oócitos vitrificados (grupo Vitrificado) 

utilizamos a seguinte combinação de técnicas de reprodução assistida: estimulação ovariana, 

vitrificação e aquecimento oocitários, PZD e FIV. A prole foi monitorada do desmame (4ª 

semana) até a eutanásia (21ª semana). Os parâmetros analisados foram o ganho de peso 

(semanal), os níveis séricos de glicose, colesterol total e triglicérides (16ª, 18ª e 21ª semanas), 

a pressão arterial sistólica por pletismografia (10ª, 15ª e 20ª semanas) e o peso da gordura 

abdominal e do músculo gastrocnêmio (pós eutanásia). Resultados: As taxas de fertilização e 

formação de blastocistos foram similares entre os grupos FIV Fresco e Vitrificado (76% vs. 

81% e 60% vs. 50% respectivamente). No entanto, as taxas de gestação e nascidos vivos após 

a vitrificação foram menores do que as obtidas em oócitos frescos (27% vs. 75% e 7% vs. 31% 



 

 

respectivamente). Por obtermos apenas 2 animais no grupo Vitrificado este não foi incluído na 

análise estatística das variáveis avaliadas na prole. Os animais dos grupos Estimulado (7 fêmeas 

e 10 machos) e FIV Fresco (10 fêmeas e 8 machos) apresentaram alteração nos níveis séricos 

de glicose, colesterol total e triglicérides, além do maior ganho de peso, quando comparados 

aos animais do grupo Natural (11 fêmeas e 10 machos). Os machos do grupo FIV Fresco 

apresentaram maiores valores de pressão arterial sistólica, um importante fator de risco para 

hipertensão arterial. Enquanto o grupo Estimulado possuiu maior peso de gordura abdominal e 

maior peso corporal do que os grupos Natural e FIV Fresco, um agravante que sugere alterações 

no metabolismo da gordura. Conclusões: Esse é o primeiro estudo com monitoramento 

longitudinal de variáveis metabólicas laboratoriais e clínicas na prole adulta de camundongos, 

machos e fêmeas, concebidos após estimulação ovariana isolada ou associada a FIV. Em 

conjunto, nossos achados sugerem que a prole oriunda de estímulo ovariano associado ou não 

a FIV possa apresentar fatores de risco para doenças cardiovasculares, o que precisa ser melhor 

investigado em pesquisas futuras. Esse estudo sugere que o estímulo ovariano e a FIV podem 

promover alterações embrionárias passíveis de favorecer alterações metabólicas na idade 

adulta. Nossos achados também sugerem que oócitos murinos se tornam muito frágeis após a 

vitrificação e o aquecimento, sendo mais sensíveis ao rompimento parcial da zona pelúcida, 

comprometendo o desenvolvimento e potencial de nidação embrionária.  

 

Palavras-chave: Reprodução assistida. Prole. Hipertensão. Hiperglicemia. Ganho de peso.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

DA LUZ, C. M. Effects of ovarian stimulation and in vitro fertilization on blood pressure 

and metabolic parameters of adult murine offspring. 2022. Thesis (Doctorate Degree in 

Sciences) – Graduated Program in Gynecology and Obstetrics, Ribeirão Preto Medical 

School, University of São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

 

Introduction: Ovarian stimulation, in vitro fertilization (IVF), and oocyte vitrification 

represent significant advances in reproductive medicine, allowing infertile couples to conceive.  

Around the world, more than eight million babies have been born thanks to assisted 

reproduction treatments.  However, studies indicate that the manipulation of gametes and 

embryos can affect the metabolism of the offspring in the long term.  Research suggests that 

children generated from IVF have distinct metabolic profiles, which may predispose them to 

diseases in adult life.  However, most studies evaluating the impact of assisted reproduction 

treatments on offspring involve perinatal, neonatal, and short-term data.  Therefore, long-term 

studies investigating the health of offspring from these techniques remain necessary.  

Objectives: This study aimed to evaluate the impact of ovarian stimulation alone and associated 

with in vitro fertilization (IVF) on adult mice offspring.  We also evaluated the viability of 

obtaining murine offspring by combining the techniques of oocyte vitrification, partial 

disruption of the zona pellucida (PZD), and IVF.  Material and methods: This prospective 

experimental study used a murine model.  Outcomes in offspring were compared between three 

groups: (1) Natural (control) group, naturally conceived offspring, (2) Stimulated group, 

animals born after ovarian stimulation and in vivo fertilization; and (3) Fresh IVF group, 

offspring from ovarian stimulation and IVF from fresh oocytes.  To obtain the offspring of 

vitrified oocytes (Vitrified group), we used the combination of the following assisted 

reproduction techniques: ovarian stimulation, oocyte vitrification, warming, PZD, and IVF.  

The offspring were monitored from weaning (4th week) to euthanasia (21st week).  The 

analyzed parameters were weight gain (weekly), serum levels of glucose, total cholesterol, and 

triglycerides (16th, 18th, and 21st weeks), systolic blood pressure by plethysmography (10th, 

15th, and 20th weeks), and abdominal fat weight and gastrocnemius muscle weight (post 

euthanasia).  To obtain the offspring of vitrified oocytes (Vitrified group), we used the 

combination of the following assisted reproduction techniques: ovarian stimulation, oocyte 

vitrification, warming, PZD, and IVF.  Results: Fertilization and blastocyst formation rates 

were similar between Fresh IVF and Vitrified groups (76% vs. 81% and 60% vs. 50%, 



 

 

 

respectively).  However, after vitrification, pregnancy and live birth rates were lower than those 

obtained in fresh oocytes (27% vs. 75% and 7% vs. 31%, respectively).  We obtained only two 

animals in the Vitrified group, which was not included in the statistical analysis of the variables 

evaluated in the offspring.  The animals in the Stimulated (seven females and ten males) and 

Fresh IVF (10 females and eight males) groups showed changes in serum levels of glucose, 

total cholesterol, and triglycerides, in addition to more significant weight gain, when compared 

to animals in the Natural group (11 females and ten males).  Males in the Fresh IVF group had 

higher systolic blood pressure values, a significant risk factor for hypertension.  At the same 

time, the Stimulated group had higher abdominal fat and body weight than the Natural and 

Fresh IVF groups.  This aggravating factor suggests changes in fat metabolism.  Conclusions: 

This is the first study with longitudinal monitoring of laboratory and clinical variables in adult 

offspring of mice, male and female, conceived after ovarian stimulation alone or associated 

with IVF.  Together, our findings suggest that offspring from ovarian stimulation associated or 

not with IVF may have risk factors for cardiovascular disease, which needs to be further 

investigated in future research.  This study suggests that ovarian stimulation and IVF can 

promote embryonic changes likely to favor metabolic changes in adulthood.  Our findings also 

suggest that murine oocytes become very fragile after vitrification and heating, being more 

sensitive to partial rupture of the zona pellucida, compromising the development and potential 

for embryonic implantation. 

 

Keywords: Assisted reproduction. Offspring. Hypertension. Hyperglycemia. Weight gain.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

O nascimento da primeira prole de fertilização in vitro (FIV), especificamente de 

coelhos, ocorreu na década de 30 nos Estados Unidos (PINCUS et al., 1934). Apenas em 

1968 a primeira prole de FIV em camundongos foi obtida (WHITTINGHAM, 1968). 

Nesse mesmo ano, com uma publicidade negativa sobre as tentativas de FIV em humanos, 

Robert Edwards, um biólogo reprodutivo de Cambridge, posteriormente ganhador do 

prêmio Nobel de medicina, intensificou os estudos em humanos, motivado a evitar as 

alterações cromossômicas na progênie (JOHNSON, 2019). Em julho de 1978 na 

Inglaterra nasceu Louise Brown, o primeiro “bebê de proveta”. Hoje com 44 anos e mãe 

de dois filhos concebidos naturalmente, Louise Brown foi uma bebê saudável 

(JOHNSON, 2019). Ela foi a primeira de mais de 8 milhões de crianças concebidas com 

o auxílio de técnicas de reprodução assistida (ADAMSON et al., 2018). De acordo com 

o Comitê Internacional de Monitoramento de Tecnologias de Reprodução Assistida 

(ICMART) mais de 2,5 milhões de ciclos de reprodução são realizados por ano, 

resultando em mais de 500.000 partos anuais (FAUSER, 2019). De 1997 até 2017 foram 

registrados na Europa 2.059.975 bebês nascidos com a utilização de técnicas de 

reprodução assistida. Atualmente, estima-se que 2 a 6% dos nascimentos na Europa sejam 

derivados de algum tipo de tratamento de reprodução assistida (DE GEYTER et al., 2018; 

WYNS et al., 2021). Segundo a Sociedade para Tecnologias de Reprodução Assistida 

dos Estados Unidos (SART), 74.590 bebês nasceram em 2018 oriundos de fertilização in 

vitro. No ano seguinte mais 77.256 bebês nasceram com o auxílio de alguma técnica de 

reprodução assistida, evidenciando a crescente utilização dessas tecnologias (ASRM, 

2018). 

As principais técnicas de reprodução assistida utilizadas são a fecundação in vitro 

e a criopreservação de gametas e embriões. A fecundação do óvulo em um ambiente 

laboratorial ou “in vitro” pode ser realizada pela técnica de FIV clássica ou pela injeção 

intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI) (DE GEYTER et al., 2018; RIENZI et al., 

2017). 

Nos tratamentos de reprodução assistida uma etapa anterior a FIV é fundamental, a 

estimulação ovariana controlada. O estímulo hormonal consiste na administração de 

hormônios para estimular o crescimento e amadurecimento dos folículos ovarianos. O 

programa de estimulação hormonal deve ser individualizado de acordo com as 

necessidades de cada paciente (ASRM, 2018). 



 

 

19 

 

A criopreservação, por sua vez, é um procedimento no qual células ou tecidos 

podem ser mantidos durante longos períodos de tempo a temperaturas extremamente 

baixas, como forma de reduzir drasticamente os processos metabólicos e preservar as 

estruturas (MANDAWALA et al., 2016). Nas últimas décadas, a vitrificação tem sido a 

metodologia de criopreservação mais utilizada devido a diminuição de danos às células e 

as maiores taxas de sobrevida após o aquecimento, comparada a técnicas anteriores 

(BRAMBILLASCA et al., 2013; OKTAY et al., 2006; SMITH et al., 2010). Apenas em 

2013, 14 anos após o primeiro nascimento utilizando a vitrificação oocitária, a técnica 

teve sua utilização clínica recomendada (ASRM, 2013).  

As indicações para a criopreservação oocitária incluem mulheres submetidas a 

tratamentos gonadotóxicos na tentativa de preservar a fertilidade, o risco de desenvolver 

síndrome de hiperestimulação ovariana, doação oocitária, desejo de limitar o número de 

oócitos inseminados no momento da FIV a fresco, a inviabilidade não planejada de 

espermatozoides no momento da FIV e adiar a maternidade em mulheres saudáveis, 

também conhecida como criopreservação social (ASRM, 2018; ASRM, 2013). Além 

disso, alguns países possuem leis específicas que proíbem a criopreservação de embriões 

ou restringem o número de embriões gerados em ciclos de FIV, favorecendo assim a 

criopreservação de oócitos com uma alternativa (RIENZI et al., 2017). Para casais 

homoafetivos masculinos que desejam engravidar a doação oocitária ou o banco de 

oócitos (geralmente oócitos criopreservados), assim como a doadora temporária do útero, 

são imprescindíveis (HUNTINGTON PRÓ-CRIAR EUGIN GROUP, 2022).  

Apesar da vitrificação ter permitido a alguns grupos de pacientes obter resultados 

clínicos equivalentes aos obtidos com oócitos frescos (RIENZI et al., 2017), a 

possibilidade do dano oocitário causado pela criopreservação, por meio do estresse 

químico, mecânico e térmico ainda é uma preocupação (COBO et al., 2017; 

GLUJOVSKY et al., 2014). O método de vitrificação requer o uso de altas concentrações 

de crioprotetores, baixos volumes de meio, e congelamento e aquecimento ultra rápidos. 

Durante o processo, a célula desidrata de forma osmótica em contato com os 

crioprotetores, e o conteúdo de água intracelular é trocado por crioprotetores permeáveis, 

resultando no estado vítreo, sem a presença de cristais de gelo intracelulares. No proceso 

de aquecimento, as células reidratam enquanto os crioprotetores intracelulares são 

diluídos (COBO et al., 2017).  

Em 2017 na Europa foram relatados 831 nascimentos de bebês oriundos de oócitos 

criopreservados, e esses números tendem a aumentar (DE GEYTER et al., 2018; WYNS 
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et al., 2021).  No entanto, conforme o número de bebês nascidos de oócitos vitrificados 

aumenta, também aumenta a discussão sobre a segurança do método. 

O momento no qual o oócito é submetido às técnicas de reprodução assistida 

coincide com a fase de síntese e preservação dos transcritos necessários para atender a 

demanda proteica durante a conclusão meiótica, fertilização e transição oócito-embrião, 

além de ser o período de reprogramação do epigenoma oocitário (CHRISTOU-KENT et 

al., 2020). Interferências nessas etapas pode influenciar eventos futuros, como a saúde na 

vida adulta. O estágio uterino, as etapas de preconcepção e a vida pós-natal são períodos 

que conferem plasticidade ao desenvolvimento sendo muito sensíveis as alterações 

(RINAUDO et al., 2012). 

Em humanos dados neonatais, e a curto prazo mostram que a maioria dos 

descendentes concebidos após reprodução assistida são geralmente saudáveis. Uma 

revisão sistemática realizada pelo nosso grupo, analisou 13 estudos publicados entre 2007 

e 2021 com o objetivo de verificar o impacto da vitrificação oocitária na prole. Estes 

estudos relataram um total de 4.159 bebês nascidos de oócitos vitrificados. A maioria dos 

estudos descreviam apenas dados gestacionais, peso ao nascer, anomalias congênitas e a 

saúde do bebê de forma superficial. Avaliando estes achados a vitrificação parece ser uma 

metodologia segura para criopreservação oocitária e para saúde infantil, pelo menos a 

curto prazo. No entanto, a maioria dos estudos não levou em consideração as implicações 

da vitrificação a longo prazo (DA LUZ et al., 2022). 

Por outro lado, a literatura recente sugere que os indivídos nascidos de técnicas de 

reprodução assistida podem manifestar as alterações metabólicas apenas na idade adulta 

(NARAPAREDDY et al., 2021). Existe um risco de confiança equivocada na segurança 

das técnicas de reprodução assistida, bem como incógnitas científicas sobre os 

mecanismos biológicos de dano oocitário e embrionário, além da saúde da prole a longo 

prazo ou transgeracional (BARBERET et al., 2020; OKTAY et al., 2006). Pesquisas 

indicam que a manipulação de gametas e embriões possa afetar o metabolismo da prole 

a longo prazo (FEUER et al., 2014).   

Estudos mostram que crianças geradas a partir de FIV tem perfis metabólicos 

distintos, que podem predispor a doenças na vida adulta. Estudos demonstraram que 

crianças e adolescentes nascidos após estimulação ovariana e FIV apresentam alterações 

na pressão arterial (CEELEN et al., 2008), na concentração de glicose e na distribuição 

de gordura corporal (CEELEN et al., 2007), quando comparados aos controles. Além 

disso, foram relatadas mudanças na circulação sistêmica, na estrutura arterial e função 
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vascular pulmonar, indicativos de disfunção vascular generalizada (SCHERRER et al., 

2012).  

 Apesar de desempenhar um papel central nos tratamentos de reprodução, estudos 

sugerem que a estimulação ovariana controlada também pode ter efeitos deletérios sobre 

o oócito, o embrião e a prole (KLIP et al., 2001). A exposição do oócito a concentrações 

supra fisiológicas de gonadotrofinas pode perturbar a maturação do oócito e a conclusão 

da meiose, levando a aneuploidias cromossômicas (HODGES et al., 2002). Além disso, 

existe uma preocupação sobre o aumento no risco de desenvolvimento de câncer em 

crianças e adultos jovens concebidos após o estímulo ovariano, contudo essa associação 

não está bem definida (SANTOS et al., 2010).  

Em crianças concebidas com o auxílio de reprodução assistida observou-se um 

aumento de doenças raras relacionadas ao imprinting genômico, como a síndrome de 

Beckwith-Widemann (VERMEIDEN et al., 2013). O interessante é que todas as crianças 

oriundas de técnicas de reprodução assistida com síndrome de Beckwith-Widemann 

possuem as alterações de metilação no alelo materno do cromossomo 11 (FAUQUE et 

al., 2008). Em camundongos, verificou-se que o cultivo embrionário levou ao aumento 

da pressão arterial e da atividade de enzimas relacionadas ao metabolismo e ao sistema 

cardiovascular, quando estes alcançaram a vida adulta (WATKINS et al., 2007). Em 

embriões oriundos de FIV, foi observado que as condições de fertilização e 

desenvolvimento pré-implantação parecem interferir no metabolismo da glicose na vida 

adulta  (FEUER et al., 2013). A vitrificação oocitária, por sua vez, parece influenciar na 

função e na distribuição das mitocôndrias (LEI et al., 2014).  

A utilização de modelos animais em estudos científicos é muito importante. 

Pesquisas utilizando animais permitem testar hipóteses, superando as principais 

limitações e variações entre amostras presente em pesquisas com humanos 

(ROSENTHAL et al., 2007; WATKINS et al., 2007). O modelo murino é bastante 

oportuno e largamente utilizado para estudos experimentais. O curto período de 

reprodução dos camundongos os tornam ideais para estudos que investiguem, por 

exemplo, os efeitos de diferentes dietas durante a gravidez na pressão arterial (WATKINS 

et al., 2007). Manter grandes grupos de roedores é consideravelmente mais econômico 

do que outros modelos animais. Sua rápida reprodução e tempo de vida curto os torna 

preferíveis para estudos de doenças transgeracionais (MAHSOUDI et al., 2007) e 

adequados para o monitoramento longitudinal de parâmetros como o ganho de peso ao 

longo da vida (DONJACOUR et al., 2014; WATKINS et al., 2007). Além disso, devido 
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a semelhança dos genomas humano e murino, cerca de 96% de semelhança,  esses animais 

são bons modelos para estudos translacionais e pré-clínicos de regulação e controle do 

desenvolvimento embrionário em nível molecular (BAUMANN et al., 2007). Por fim,  a 

dificuldade da obtenção de dados clínicos e o longo período necessário para o 

acompanhamento de coortes estimula o uso de camundongos em estudos translacionais 

de reprodução assistida (MANDAWALA et al., 2016). 

Milhões de bebês foram concebidos com o auxílio das técnicas de reprodução 

assistida e milhões ainda irão nascer em todo o mundo. A FIV e a vitrificação de oócitos 

representam grandes avanços na medicina reprodutiva, permitindo a casais inférteis terem 

filhos. Contudo, a maioria dos estudos que avaliam o impacto dessas técnicas na prole 

envolve dados perinatais, neonatais e de curto prazo (COBO et al., 2017; DE GEYTER 

et al., 2018; GLUJOVSKY et al., 2014; WYNS et al., 2021). Portanto, estudos a longo-

prazo que investiguem a saúde da prole proveniente de estímulo ovariano, FIV e 

vitrificação oocitária permanecem necessários. Com este estudo poderemos compreender 

melhor o impacto das técnicas de reprodução assistida na saúde da prole adulta.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos primários 

 

I - Analisar possíveis distúrbios metabólicos na prole adulta de murinos oriunda de 

estimulação ovariana isolada ou associada a FIV clássica por meio do acompanhamento 

de peso, das concentrações séricas de glicose, colesterol total e triglicérides, do peso da 

gordura abdominal e do músculo gastrocnêmio e da pressão arterial sistólica até a 21ª 

semana. 

 

II - Verificar a viabilidade da obtenção de prole murina por meio da combinação 

das técnicas de vitrificação oocitária, rompimento parcial da zona pelúcida e fertilização 

in vitro clássica. 

 

2.2 Objetivos secundários 

 

I - Avaliar a taxa de sobrevivência de oócitos murinos vitrificados e aquecidos. 

 

II - Comparar as taxas de fertilização e formação de blastocistos entre oócitos 

frescos e vitrificados. 

 

III - Caso a obtenção da prole oriunda de oócitos murinos vitrificados seja viável, 

comparar a taxa de nascidos vivos entre oócitos frescos e vitrificados e avaliar a prole 

adulta por meio do acompanhamento de peso, das concentrações séricas de glicose, 

colesterol total e triglicérides, do peso da gordura abdominal e do músculo gastrocnémio 

e da pressão arterial sistólica até a 21ª semana. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Considerações éticas 

 

Este projeto foi aprovado pela Comissão de Pesquisa do Departamento de 

Ginecologia e Obstetrícia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (FMRP) da 

Universidade de São Paulo (USP) sob o protocolo número 595 e pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais da FMRP, USP sob o número 107/2017 (Anexo A). 

 

3.2 Delineamento experimental 

 

Este é um estudo experimental prospectivo que utilizou o modelo murino. Para 

investigar os efeitos da estimulação ovariana controlada, da FIV e da 

vitrificação/aquecimento oocitário sob o peso, glicose, colesterol, triglicérides e pressão 

arterial sistólica na prole adulta de murinos esse estudo conta com 4 grupos. 1º. Grupo 

Natural: com o objetivo de eliminar o efeito da estimulação ovariana controlada, da FIV 

e da vitrificação nos desfechos propostos, a prole deste grupo foi obtida por fertilização 

in vivo e progenitoras em ciclos naturais.  Este foi considerado nosso grupo controle. 2º. 

Grupo Estimulado: a prole desse grupo foi obtida com estimulação ovariana controlada e 

fertilização in vivo com posterior transferência embrionária nas fêmeas receptoras. 3º. 

Grupo FIV Fresco: prole oriunda de estimulação ovariana controlada, fertilização in vitro 

utilizando oócitos frescos e transferência embrionária. 4º. Grupo Vitrificado: prole 

oriunda de fertilização in vitro utilizando oócitos vitrificados e aquecidos coletados após 

estimulação ovariana controlada com posterior transferência embrionária (Figura 1). 

 

3.3 Animais 

 

Foram utilizados camundongos da linhagem SWISS, provenientes do Biotério Geral 

da Universidade de São Paulo, Campus de Ribeirão Preto. As fêmeas, reprodutoras 

(fêmeas que deram à luz a prole do grupo Natural), doadoras (fêmeas que doaram os 

óvulos dos grupos FIV Fresco e Vitrificado e os embriões no grupo Estimulado) e 

receptoras (fêmeas que receberam a transferência embrionária nos grupos Estimulado, 

FIV Fresco e Vitrificado) possuíam de 8 a 12 semanas de vida e os machos reprodutores 

tiveram sua fertilidade comprovada por proles anteriores ao estudo. As proles de todos os 
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grupos do estudo foram acompanhadas desde o nascimento até a 21º semana de vida. Os 

animais foram mantidos em biotério convencional em estante ventilada, sendo que cada 

mini isolador possuía o máximo de 5 animais, separados por sexo e idade. O ciclo de 

claro-escuro foi de 12/12 horas com temperatura controlada, água e ração ad libitum. 

 

Figura 1 - Delineamento experimental dos grupos do estudo.  

 
 
Nota: N= Natural. E= Estimulado. F= FIV Fresco. V= Vitrificado. EOC= Estimulação Ovariana 
Controlada. FIV= Fertilização in vitro. TE= Transferência embrionária. Vitri= Vitrificação. 
Fonte: Criado com BioRender. 
 

3.4 Reprodução natural 

 

Com o intuito de eliminar o potencial efeito da estimulação ovariana e do cultivo 

in vitro sobre o desenvolvimento e metabolismo da prole oriunda de FIV, incluímos no 

estudo o grupo Natural com reprodução natural, isto é, fêmeas com ciclo natural e 

fertilização in vivo (acasalamento). 

V

F

E

N

Grupos

EOC

EOC

EOC

FIV

FIV

Coleta de 
oócitos

Coleta e vitri/ 
aquecimento 

de oócitos

Acasalamento e 
fertilização

in vivo

TE

TE

Prole adulta N

Prole adulta E

Prole adulta V

Prole adulta F

Acasalamento e 
fertilização

in vivo

TE



 

 

26 

 

Para a obtenção da prole oriunda de reprodução natural (grupo Natural), 

acompanhamos o ciclo estral das fêmeas reprodutoras. Quando a fêmea atingiu o estro 

foi transferida para o mini isolador do macho reprodutor onde passou o período de uma 

noite. Na manhã seguinte foi verificado a presença de plug ou tampão vaginal (Figura 

2), para confirmação do acasalamento. A fêmea foi separada do macho e pesada 

semanalmente para acompanhamento da gravidez (aproximadamente 21 dias).  

 

Figura 2 - Fêmeas de camundongo sem e com tampão vaginal. 

 
Fonte: Adaptado de Nakagata (2015, p. 62). 

 

3.5 Estimulação ovariana 

 

As fêmeas doadoras dos grupos Estimulado, FIV Fresco e Vitrificado foram 

submetidas à estimulação ovariana por injeção intraperitoneal de 5 UI de gonadotrofina 

coriônica equina (ECG - Hormônio Novormon; Syntex SA, Buenos Aires, Argentina) 

seguida de 5 UI de gonadotrofina coriônica humana (HCG - Hormônio Chrorulon; Syntex 

SA, Buenos Aires, Argentina) administrada 48 horas após a administração do ECG.  

Logo após a administração do HCG as fêmeas doadoras do grupo Estimulado foram 

transferidas para os mini isoladores dos machos reprodutores onde passaram a noite. Na 

manhã seguinte foi verificado a presença de tampão vaginal, para confirmação do 

acasalamento. Aproximadamente 40 horas após a administração do HCG foram 

realizadas as eutanásias das fêmeas doadoras do grupo Estimulado para coleta dos 

embriões em estágio de 2 células. 

Entre 14 e 16 horas após a administração do HCG as fêmeas doadoras dos grupos 
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com macho

Fêmea com 
tampão 
vaginal

Fêmea no estro 
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FIV Fresco e Vitrificado foram submetidas a eutanásia, por deslocamento cervical para 

coleta de oócitos.  

 

3.6 Coleta dos embriões 

 

Imediatamente após a confirmação do óbito das fêmeas doadoras de embriões do 

grupo E, os ovidutos foram coletados. Esses foram imersos em 100 µl de meio M2 

(Merck, Darmstadt, Alemanha) em placa de Petri de 60 mm, previamente aquecido a 37º 

C e 5% CO2. Sob estereomicroscópio aquecido, com o auxílio de seringa de 1 mL 

acoplada a agulha de bisel 26G com a ponta reta, foi realizada a lavagem do oviduto. Para 

a lavagem ou flushing a agulha foi inserida no infundíbulo (abertura no oviduto que entra 

em contato com o ovário) e o meio M2 (Merck, Darmstadt, Alemanha) foi expelido até 

que todo o conteúdo do oviduto fosse esvaziado (NAKAGATA, 2015). Os embriões em 

estágio de 2 células foram então coletados desse lavado e transferidos para placas de poço 

central (Ingamed, Maringá, Brasil) contendo 1 mL de meio de cultivo embrionário KSOM 

(Cosmo Bio Co, Tokyo, Japão) previamente estabilizado e coberto com 1 ml de óleo 

mineral (Irvine Scientific, Califórnia, EUA). Os embriões 2 células foram mantidos em 

incubadora a 37º C e 5% CO2 até o momento da transferência embrionária (conforme 

descrito no item 3.13). 

 

3.7 Coleta dos oócitos 

 

Após a confirmação do óbito das fêmeas doadoras dos grupos FIV Fresco e 

Vitrificado, os ovários e tubas uterinas foram dissecados e imediatamente imersos em 200 

µl de meio caseiro HTF (Human Tubal Fluid) em placa de Petri de 35 mm, previamente 

aquecido a 37º C e 5% CO2. Sob estereomicroscópio aquecido, com o auxílio de seringa 

de 1 mL acoplada a agulha de bisel 26G afilada, a ampola, contendo os complexos oócitos 

cumulus (COCs), foi rompida. Imediatamente após a coleta os COCs de todas as fêmeas 

foram transferidos para uma única placa de poço central (Ingamed, Maringá, Brasil) 

contendo 1 mL de meio HTF e coberta com óleo mineral. Esta placa foi armazenada na 

incubadora, a 5% CO2 e 37º C, até o momento da denudação. Com o objetivo de eliminar 

possíveis interferências relativas as fêmeas doadoras e a qualidade oocitária, os oócitos 

utilizados nos grupos FIV Fresco e Vitrificado em cada replicata foram obtidos do mesmo 

grupo de fêmeas e distribuídos randomicamente. 
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3.8 Denudação  

 

Sob estereomicroscópio aquecido, todos os oócitos dos grupos FIV Fresco e 

Vitrificado tiveram suas células do cumulus removidas por denudação química utilizando 

a enzima hialuronidase (Irvine Scientific, Califórnia, EUA). Os oócitos foram colocados 

em uma gota de 200 µl, sendo 100 µl de hialuronidase (Irvine Scientific, Califórnia, EUA) 

e 100 µl de meio M2 (Merck, Darmstadt, Alemanha), durante 30 segundos. Seguida de 

denudação mecânica, em meio M2 (Merck, Darmstadt, Alemanha) utilizando ponteiras 

strippers de diferentes calibres, 170 µm e 130 µm (Cook Medical, EUA). Os oócitos do 

grupo FIV Fresco foram destinados ao rompimento parcial da zona pelúcida e os oócitos 

do grupo Vitrificado foram vitrificados.  

 

3.9 Vitrificação e aquecimento dos oócitos 

 

Após a denudação os oócitos do grupo Vitrificado foram vitrificados de acordo com 

o protocolo do Vitrification Kit (Irvine Scientific, Califórnia, EUA). Brevemente, os 

oócitos foram mantidos por 1 minuto em meio HTF, em seguida, foram unidos na 

primeira gota de 20 µl da solução de equilíbrio e mantidos por 2 minutos, então foram 

unidos em uma segunda gota de 20 µl de solução de equilíbrio e mantidos por 2 minutos 

à temperatura ambiente. Posteriormente, foram transferidos para a terceira gota de 20 µl 

de solução de equilíbrio e mantidos por 3 minutos, totalizando 7 minutos de exposição a 

solução de equilíbrio. Após o equilíbrio, os oócitos foram transferidos para uma gota de 

50 µl de solução de vitrificação e mantidos por 1 minuto em temperatura ambiente.  Por 

fim, 6 oócitos foram depositados em cada palheta Cryo-Ingá (Ingamed, Maringá, Brasil) 

e imersas em nitrogênio líquido (N2). As palhetas contendo os oócitos foram mantidas 

em N2 até o aquecimento dos oócitos (tempo mínimo de 1 e máximo de 4 semanas). 

Para o procedimento de aquecimento foi utilizado o Thaw Kit (Irvine Scientific, 

Califórnia, EUA). Resumidamente, as palhetas foram imersas em solução de 

aquecimento, a 37o C, durante 1 minuto. Em seguida, os oócitos foram transferidos para 

uma gota de 50 µl de solução de diluição por 4 minutos e posteriormente para duas gotas 

de 25 µl de solução de lavagem em temperatura ambiente por 6 minutos. Imediatamente 

após o aquecimento, os oócitos foram mantidos na incubadora, no máximo, 6 por gota de 

50 µl de KSOM (Cosmo Bio Co, Tokyo, Japão) em placas de 35 x 15 mm (Ingamed, 

Maringá, Brasil) cobertas com óleo mineral (Irvine Scientific, Califórnia, EUA), em 5% 
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CO2 e 37º C para estabilização dos fusos meióticos.  

 

 

3.10 Determinação das taxas de sobrevivência oocitária após o aquecimento 

 

As taxas de sobrevivência foram determinadas com base na característica da zona 

pelúcida, retração e coloração do citoplasma do oócito após o aquecimento. Oócitos com 

citoplasma escuro e retraído e com rompimento da zona pelúcida foram considerados 

degenerados. 

 

3.11 Rompimento parcial da zona pelúcida 

 

Os oócitos dos grupos FIV Fresco e Vitrificado foram submetidos a técnica de 

dissecção parcial da zona pelúcida também conhecida como PZD (Partial Zone 

Dissection). Essa técnica é necessária para facilitar a penetração do espermatozoide no 

oócito, uma vez que ocorre o enrijecimento da zona pelúcida após o processo de 

vitrificação/aquecimento. Os oócitos do grupo FIV Fresco também foram submetidos ao 

PZD com o intuito de eliminar o potencial impacto dessa técnica nos desfechos 

analisados, restando como única diferença entre os grupos FIV Fresco e Vitrificado os 

processos de vitrificação e aquecimento oocitário. 

A técnica de PZD foi realizada sob estereomicroscópio aquecido à 37º C, de acordo 

com a metodologia descrita por Nakagata em 2015 com adaptações (NAKAGATA, 

2015).  Brevemente, os oócitos foram distribuídos em gotas de 50 µl de meio M2 (Merck, 

Darmstadt, Alemanha), cobertas com óleo mineral (Irvine Scientific, Califórnia, EUA) 

em placas petri de 35 x 15 mm, todos os itens aquecidos a 37º C. Utilizamos uma agulha 

de 26G dobrada a um ângulo de aproximadamente 30º e acoplada a uma seringa de 1 mL. 

A agulha foi posicionada de lado com o bisel apontado para cima. A ponta da agulha foi 

encostada na zona pelúcida do oócito e afundada até riscar a placa de petri. Todos os 

oócitos devem ficar presos no fundo da placa e não desgrudar mesmo após a agitação 

proposital da placa. Caso os oócitos soltem do fundo da placa após a agitação, a técnica 

de PZD deve ser repetida até a certeza do rompimento da zona. Os oócitos foram então 

desgrudados do fundo da placa utilizando strippers (Figura 3).  

Após o PZD os oócitos dos grupos FIV Fresco e Vitrificado foram transferidos para 

a placa de FIV para posterior inseminação. 
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Figura 3 - Esquema gráfico da metodologia de rompimento parcial da zona pelúcida do 
oócito.  
 

 
Fonte: Adaptado de Nakagata (2015, p. 36). 

 

3.12 Fertilização in vitro 

 

Para capacitação dos espermatozoides, o conteúdo da cauda dos epidídimos de cada 

macho reprodutor foi pré-incubado a 37º C e 5% CO2 durante 1 a 2 horas em 2 gotas de 

meio HTF (100 µl) coberto com óleo mineral (Irvine Scientific, Califórnia, EUA). Os 

oócitos frescos do grupo FIV Fresco e os oócitos vitrificados/aquecidos do grupo 

Vitrificado foram destinados a FIV. Para a FIV utilizou-se uma gota, 200 µl, do meio 

CARD MEDIUM (meio HTF + glutationa) em uma placa de 35 x 15 mm (Ingamed, 

Maringá, Brasil) coberta com óleo mineral (Irvine Scientific, Califórnia, EUA). A placa 

permaneceu na incubadora estabilizando por, no mínimo, 10 minutos antes do uso. O 

meio HTF para preparo do CARD MEDIUM e o óleo mineral permaneceram na 

incubadora desde o dia anterior, possibilitando o menor tempo de estabilização após o 

preparo do meio para a FIV. Para a fertilização foram alocados aproximadamente 20 

oócitos por placa, onde posteriormente foram acrescidos 20 µl da suspensão contendo os 

espermatozoides capacitados.  

Depois de 3 horas da adição da suspensão de espermatozoides, os oócitos foram 

Agulha de 26G

Zona pelúcida

Pipetagem
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lavados em meio HTF para retirada dos espermatozoides sobressalentes. Para esta etapa 

foram utilizadas placas de 60 x 15 mm (Ingamed, Maringá, Brasil), com 12 gotas de 50 

µl de HTF cobertas com óleo mineral (Irvine Scientific, Califórnia, EUA). Após a 

lavagem, os oócitos foram transferidos para placas de poço central (Ingamed, Maringá, 

Brasil) contendo 1 mL de meio de cultivo embrionário KSOM (Cosmo Bio Co, Tokyo, 

Japão) previamente estabilizado e coberto com 1 ml de óleo mineral (Irvine Scientific, 

Califórnia, EUA). Aproximadamente 18 horas após a lavagem, a taxa de fertilização foi 

calculada dividindo-se o número de embriões clivados em estágio de duas células ou mais 

pelo número total de oócitos inseminados multiplicado por 100. Os embriões em estágio 

de duas células foram destinados a transferência embrionária. 

 

3.13 Transferência embrionária 

 

As fêmeas receptoras permaneceram em um mini isolador com um macho 

vasectomizado. Assim, quando a fêmea atingisse o estro, o acasalamento poderia 

acontecer sem que ela engravidasse. Essa estratégia é adotada pois, desta forma, a 

identificação da fase do ciclo estral é mais eficaz, além de as chances de o endométrio 

estar receptivo serem maiores, uma vez que a fêmea ovulou e acasalou. 

Para a transferência embrionária foram escolhidas apenas fêmeas receptoras com 

tampão vaginal e presença de ampola no dia da transferência. Os embriões foram 

colocados em gota de 500 μl de meio M2 (Merck, Darmstadt, Alemanha) em uma placa 

de 60 mm. Todo o material cirúrgico e o mini isolador utilizados foram esterilizados. A 

fêmea receptora foi anestesiada com ketamina (90-150 mg/Kg) e xilazina (7,5-16 mg/Kg) 

com posterior realização da desinfecção da região dorsolateral com álcool 70%, e 

tricotomia. No fluxo laminar, a fêmea foi posicionada em decúbito ventral. Foi realizada 

uma pequena incisão na pele e no peritônio a fim de localizar a gordura ovariana, a qual 

foi pinçada e tracionada para fora da cavidade abdominal. O capilar foi carregado com os 

embriões, três bolhas de ar e, em seguida, efetuada a transferência na ampola do oviduto 

(Figura 4) (NAKAGATA, 2015). Foram transferidos 20 a 22 embriões/fêmea nos grupos 

Estimulado e FIV Fresco e 20 a 30 embriões/fêmea no grupo Vitrificado. 
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Figura 4 - Transferência embrionária. 

 
Nota: A imagem A mostra o corte e a exposição dos órgãos para a posterior transferência 
embrionária. O esquema B mostra o corte realizado no oviduto para inserção do capilar e a 
deposição dos embriões e das bolhas de ar na ampola. Fonte: Adaptado de Nakagata (2015, p. 
64). 

 

3.14 Cultivo de blastocistos 

 

Alguns embriões em estágio de duas células não puderam ser transferidos por falta 

de fêmeas receptoras com tampão vaginal ou ampola. Quando possível, mantivemos uma 

amostra desses embriões em cultivo até atingirem o estágio de blastocisto, para verificar 

a taxa de formação de blastocistos. O cultivo foi realizado em meio KSOM (Cosmo Bio 

Co, Tokyo, Japão) a 37º C e 5% CO2 por 96 horas após a inseminação oocitária. A taxa 

de formação de blastocistos foi calculada levando-se em consideração o número total de 

blastocistos formados divididos pelo número de embriões em duas células mantidos em 

cultivo, multiplicados por 100. 

 

3.15 Taxa de nascidos vivos 

 

Após 19 a 21 dias de gestação foi avaliada a taxa de nascidos vivos dos grupos 

Estimulado, FIV Fresco e Vitrificado. A taxa foi calculada levando-se em consideração 

o número de filhotes nascidos vivos dividido pelo número de embriões transferidos e 

multiplicado por 100. Em todos os grupos os filhotes foram mantidos com a mãe até o 

desmame (4ª semana de vida).  
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3.16 Distância anogenital e sexagem 

 

A partir deste item iremos descrever as metodologias e análises realizadas na prole 

de todos os grupos experimentais.  

No dia do desmame realizamos a medição da distância anogenital na prole. Os 

animais foram contidos e com o uso de um paquímetro digital medimos em cm a distância 

entre o órgão reprodutor (pênis nos machos e abertura vaginal nas fêmeas) e o ânus. A 

distância anogenital em machos costuma ser maior, chegando ao dobro do tamanho da 

apresentada em fêmeas (Figura 5). Com base nessa medição e na visualização da bolsa 

escrotal fizemos a sexagem dos filhotes e separamos machos de fêmeas (SANTOS, 2002). 

 

Figura 5 - Distância anogenital em macho e fêmea de camundongo. 

 
Nota: A= Exemplo de filhote fêmea de camundongo da linhagem C57Bl/6J com paquímetro 
digital aferindo a distância anogenital. B= Aferição da distância anogenital em fêmea. C= 
Aferição da distância anogenital em macho, também pode ser visualizada a bolsa escrotal. Fonte: 
Acervo pessoal. 
 

 

3.17 Ganho de peso 

 

Os animais da prole foram pesados semanalmente, desde o desmame (4ª semana) 

até a eutanásia (21ª semana). As pesagens foram realizadas em balança digital. Machos e 

fêmeas foram pesados em momentos diferentes para não os submeter a estresse.  

A

C

B
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3.18 Aferição da pressão arterial sistólica 

 

A pressão arterial sistólica (PAS) foi determinada por pletismografia de cauda na 

10ª, 15ª e 20ª semanas de vida dos animais. Previamente as aferições do estudo os animais 

foram adaptados ao pletismógrafo e a mesa aquecedora que promove a vasodilatação das 

veias e artéria da cauda. A adaptação consistiu em alocar os animais no tubo de contenção 

e posicionar o manguito em torno da cauda para as devidas medições (Figura 6). Esse 

procedimento foi realizado em dois dias diferentes para que os animais pudessem se 

habituar à rotina e ao equipamento evitando assim a interferência de variáveis como o 

estresse. Anteriormente as aferições foi realizada a aclimatação dos camundongos no 

laboratório por 1 hora a uma temperatura ambiente de 27º C a 30º C, iluminado e 

silencioso. A aclimatação no aparelho foi de 5 minutos, antes de gerar os registros. Foram 

efetuados até 2 ciclos com 13 leituras por animal. Foi realizada uma média dos valores 

adequadamente aferidos. Caso, não fossem registradas leituras com qualidade adequada 

nos 2 primeiros ciclos, foi realizado um período de recuperação do animal por 30 minutos 

antes do prosseguimento da nova leitura. A frequência cardíaca foi monitorada como um 

indicador de estresse, com interrupção da leitura caso alcançasse 600 batimentos por 

minuto. Machos e fêmeas foram submetidos a aferição em momentos diferentes, para 

evitar possíveis agitações e estresse. 

 

Figura 6 - Pletismografia de cauda em camundongos. 

Nota: A= Sistema completo do pletismógrafo de cauda. B= Tubo contensor contendo o 
camundongo em mesa aquecedora e manguitos posicionados na cauda do animal. Fonte: Acervo 
pessoal. 

37º C
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B
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3.19 Monitoramento dos níveis de glicose, colesterol total e triglicérides  

 

Os níveis de glicose, colesterol total e triglicérides foram avaliados por metodologia 

“point of care” em 2 momentos diferentes, na 16ª e 18ª semanas de vida da prole. Todas 

as dosagens foram feitas com 8 horas de jejum. As dosagens foram realizadas com os 

seguintes aparelhos: Accu-Chek® Active (Roche, Basiléia, Suíça), para dosagem de 

glicose e Accutrend® Plus (Roche, Basiléia, Suíça), para as dosagens de colesterol total 

e triglicérides. Ambos os aparelhos utilizam o sistema de tiras de dosagem e monitor para 

visualização dos resultados (FRECKMANN et al., 2012). A cauda do animal foi contida 

e o sangue foi obtido através de um pequeno corte na extremidade da cauda. As gotas de 

sangue foram depositadas diretamente na tira de dosagem já inserida no monitor. Os 

resultados foram obtidos em questão de minutos. 

 

3.20 Eutanásia da prole 

 

Na 21ª semana, após 12 horas de jejum de alimentos, os animais foram pesados e 

submetidos à eutanásia por deslocamento cervical. Imediatamente após a confirmação do 

óbito foram coletados sangue e tecidos.  

 

3.21 Coleta de sangue e tecidos 

 

O sangue de cada animal foi coletado por punção cardíaca em seringa de 1 mL. 

Aproximadamente 200 μl de sangue foram acondicionados em tubos sem adição de 

anticoagulante e mantidos a temperatura ambiente até a utilização. 

Após a coleta do sangue foi realizada a coleta e pesagem, em balança de precisão, 

do músculo gastrocnémio esquerdo e da gordura abdominal, apresentada em gramas. O 

peso relativo da gordura abdominal e do músculo gastrocnémio são marcadores indiretos 

de composição corporal. Os valores foram apresentados em percentagem relativa ao peso 

total do animal e foram comparados entre os grupos. 
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3.22 Análise de glicose, colesterol total e triglicérides 

 

Cerca de 30 minutos após a coleta, o sangue foi centrifugado, o soro foi separado, 

aliquotado (10 μl para cada análise) e armazenado a -20º C até a utilização. As dosagens 

da glicose, colesterol total e triglicérides após a eutanásia foram realizadas por 

espectrofotometria utilizando os kits Glicose, Colesterol Liquiform e Triglicérides 

Liquiform (Labtest Diagnóstica S.A., Lagoa Santa, Brasil) de acordo com as 

recomendações do fabricante.  

 

3.23 Cálculo amostral 

 

O cálculo amostral da prole foi realizado de acordo com os desfechos glicose, 

colesterol total, triglicérides e PAS, admitindo-se o maior tamanho da amostra. Para as 

variáveis glicose, colesterol total e triglicérides adotou-se uma diferença mínima esperada 

de 20% entre os grupos e um desvio padrão de 26,15 mg/dl (MEEHAN et al., 1987). Para 

estes desfechos foram estabelecidos um tamanho amostral de 13 animais por grupo. No 

parâmetro PAS assumimos um desvio padrão de 8 mmHg (BARSHA et al., 2016) e uma 

diferença mínima de 10% com um poder de teste de 90%. Desta forma o número amostral 

estimado foi de 15 animais por grupo. Portanto, o tamanho amostral adotado nesse estudo 

foi de 15 animais (prole) por grupo. Os cálculos foram realizados no programa SAS® 

versão 9.3, por meio da ferramenta PROC PROWER. 

 

 

3.24 Análise estatística 

 

Inicialmente, foi realizada uma análise exploratória de cada variável através de 

medidas de posição central e de dispersão. Para a comparação do número de oócitos por 

fêmea e taxas de sobrevida após o PZD, fertilização e formação de blastocistos entre os 

grupos FIV Fresco e Vitrificado foi realizado o teste t de Student para amostras 

independentes. As demais variáveis foram comparadas entre os grupos Natural, 

Estimulado e FIV Fresco. Para verificar se existem diferenças entre grupos e sexos para 

as variáveis: peso da gordura e do músculo (absoluto e relativo) e níveis de glicose, 

colesterol total e triglicérides (método colorimétrico) foi realizado uma análise de 

variância two-way (Anova), seguida do pós-teste de Tukey para verificar onde as 
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diferenças foram encontradas.   

Para as variáveis: peso, pressão arterial sistólica e monitoramento dos níveis de 

glicose, colesterol total e triglicérides foi utilizado um modelo de regressão linear de 

efeitos mistos. Este modelo foi adotado pois existem duas fontes de variabilidade, intra e 

entre os indivíduos. As comparações entre os grupos dentro de cada tempo foram 

realizadas considerando os contrastes ortogonais, baseado na estatística t. Os dados foram 

apresentados em média e desvio padrão. Em todas as análises foi adotado o nível de 

significância de 5% (p-valor < 0,05). Os cálculos foram realizados no programa SAS® 

versão 9.4. 
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4 RESULTADOS  
 

4.1 Fluxograma do grupo Natural 

 

Para a formação do grupo Natural foram utilizadas três fêmeas e três machos 

reprodutores férteis. Este número foi estabelecido para verificar a reprodutibilidade dos 

resultados e manter a variabilidade genética, sem exceder em demasia no número de 

filhotes necessário. As três fêmeas engravidaram e após 20 ou 21 dias deram à luz a 12, 

14 e 14 filhotes, respectivamente. Após o desmame o sexo dos filhotes foi identificado e 

foram escolhidos seis (três fêmeas e três machos), oito (quatro fêmeas e quatro machos) 

e oito (quatro fêmeas e quatro machos) filhotes de cada ninhada, respectivamente. A 

exceção do sexo, a escolha dos filhotes foi aleatória. Optamos por manter um número de 

animais maior do que o proposto levando em consideração possíveis perdas no decorrer 

do estudo. Na 15ª semana de vida da prole Natural, um macho veio a óbito devido a brigas 

recorrentes entre este macho e seu irmão, que eram mantidos juntos no mesmo isolador. 

Desta forma, o grupo Natural possui 21 animais, sendo 11 fêmeas e 10 machos. 

 

4.2 Fluxograma do grupo Estimulado 

 

Para composição do grupo Estimulado foram necessárias três transferências 

embrionárias. Em cada transferência utilizamos uma fêmea doadora de embriões (média 

de 38 embriões em estágio de duas células captados por fêmea) e uma fêmea receptora 

(20 embriões transferidos em cada fêmea). A transferência embrionária só foi realizada 

quando a fêmea receptora apresentasse tampão vaginal e formação de ampola. 20 dias 

após a transferência embrionária as fêmeas deram à luz a ninhadas de seis (cinco machos 

e uma fêmea), quatro (três fêmeas e um macho) e sete (três fêmeas e quatro machos) 

filhotes cada. A taxa de nascidos vivos foi de 28% (17/60). Portanto, o grupo Estimulado 

possui 17 animais, sendo 10 machos e sete fêmeas. 

 

4.3 Fluxograma do grupo FIV Fresco  

 

Para a formação do grupo FIV Fresco foram necessárias sete replicatas 

experimentais. Foram utilizadas 31 fêmeas doadoras de oócitos, quatro a cinco fêmeas 

por replicata. Foram coletados em média de 40 oócitos por fêmea. Os oócitos foram 
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divididos e destinados à vitrificação oocitária ou FIV à fresco. Por experimento uma 

média de 57 oócitos foram submetidos à FIV (mínimo: 39 - máximo: 80). Cerca de 44 

(mín.: 21 - máx.: 62) oócitos em cada experimento foram fertilizados (fertilização 

estimada: embriões clivados no segundo dia após a fertilização). A transferência dos 

embriões de duas células só foi realizada se a fêmea receptora apresentasse tampão 

vaginal e formação de ampola, caso contrário os embriões eram mantidos em cultivo até 

atingirem o estágio de blastocisto. Das sete replicatas experimentais, em quatro não houve 

fêmeas receptoras com tampão vaginal e ampola visível, com consequente cancelamento 

da transferência embrionária (Tabela 1).  

Nas três replicatas em que foi possível realizarmos a transferência embrionária, 

utilizamos quatro fêmeas receptoras com tampão vaginal e ampola respectivamente 

(Tabela 1). Foram transferidos 20 a 22 embriões por fêmea. Das quatro fêmeas receptoras 

com transferência embrionária, três engravidaram. A primeira fêmea deu à luz seis 

filhotes (três fêmeas e três machos), a segunda fêmea gerou oito filhotes (quatro fêmeas 

e quatro machos) e a última fêmea deu à luz a seis filhotes (três fêmeas e três machos) 

(Tabela 2). Na 10ª semana de vida da prole FIV Fresco, dois machos irmãos morreram 

(vide item “Pressão arterial sistólica”). Desta forma, o grupo FIV Fresco possui 18 

animais, sendo 10 fêmeas e oito machos. 

 

4.4 Fluxograma do grupo Vitrificado 

 

Foram realizadas 15 replicatas experimentais de aquecimento de oócitos. Em cada 

replicata, cerca de 67 (mín.: 58 - máx.: 84) oócitos foram aquecidos, e aproximadamente 

64 (mín.: 55 - máx.: 80) sobreviveram. Por experimento, uma média de 54 oócitos foram 

submetidos a FIV (min: 46 - máx.: 67). Cerca de 41 (min: 32 - máx.: 58) oócitos em cada 

experimento foram fertilizados. A transferência dos embriões de duas células só foi 

realizada caso a fêmea receptora apresentasse tampão vaginal e ampola visível. Das 15 

replicatas experimentais, oito não possuíram fêmeas receptoras com tampão vaginal e 

ampola visíveis, o que impossibilitou a transferência embrionária (Tabela 3).  

Nas sete replicatas em que foi possível realizarmos a transferência embrionária 

utilizamos 11 fêmeas receptoras com tampão vaginal e ampola. Foram transferidos 20 a 

30 embriões por fêmea. Das 11 fêmeas receptoras com transferência embrionária apenas 

três engravidaram e deram à luz a dois filhotes machos, um filhote de sexo não 

identificado e dois filhotes machos respectivamente. A primeira ninhada de dois filhotes, 
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infelizmente, precisou ser submetida a eutanásia devido as restrições de circulação nos 

biotérios e laboratórios impostas pela pandemia de COVID-19 em 2020. A fêmea, que 

deu à luz a apenas um filhote, desenvolveu o comportamento de canibalismo e comeu sua 

cria. Apesar de parecer chocante, esse fenômeno é habitual entre camundongos e outros 

roedores e pode ocorrer por diferentes motivos, desde anomalias na cria como pequeno 

tamanho ao nascer, até fragilidades da mãe que utiliza o filhote como fonte de energia. 

Perdemos este filhote antes mesmo de identificar seu sexo. Desta forma, o grupo 

Vitrificado possui apenas 2 animais (machos), oriundos da terceira e última ninhada. Por 

possuir um tamanho amostral pequeno o grupo Vitrificado não foi incluído na análise 

estatística das variáveis avaliadas na prole. No entanto, consideramos importante relatar 

estes achados e incluímos os dados da prole oriunda de oócitos vitrificados/aquecidos de 

forma descritiva.  

Na comparação entre os grupos FIV Fresco e Vitrificado não foram observadas 

diferenças nas taxas de sobrevida após o PZD e fertilização (p-valor < 0,05). As taxas de 

gestação e de nascidos vivos foram maiores no grupo FIV Fresco (Tabela 2).  

 

4.5 Cultivo de blastocistos 

 

Na replicata oito do grupo Vitrificado não foi possível manter embriões em cultivo 

até o estágio de blastocisto devido a indisponibilidade da incubadora.  

Não observamos diferenças significativas nas taxas de formação de blastocistos 

entre os grupos FIV Fresco e Vitrificado (Tabela 2). 
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Tabela 1 - Dados descritivos das replicatas do grupo FIV Fresco. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Nota: Nº= Número. %= percentagem. NA= Não se aplica. *A taxa de formação de blastocistos foi calculada levando-se em consideração o número total de 
blastocistos dividido pelo número total de embriões em estágio de duas células (fertilizados) mantidos em cultivo, multiplicado por 100. à = Replicatas com 
transferência embrionária.  
 
 
Tabela 2 - Taxas das replicatas dos grupos FIV Fresco e Vitrificado. 
 
 
 
 
 
 
 

Nota: Dados apresentados em percentagem (%). NA= Não se aplica. 

ID da 
replicata 

Nº total 
de 

oócitos 

Média de 
oócitos por 

fêmea 

Sobrevida 
após o 
PZD 

Nº de 
oócitos 
na FIV 

Fertilizados 
(Nº / %) 

Nº de 
fêmeas 

receptoras 

Taxa de 
gravidez 

(%) 

Nº de 
nascidos 

vivos 

Mantidos 
em 

cultivo 

Formação 
blastocistos 

(Nº / %) 
à   1 178 45 43 (98%) 39 30 (77%) 1 100 6 5 0 (0%) 

à   2 228 57 61 (94%) 61 53 (87%) 1 100 6 31 16 (52%) 

 3 170 43 70 (93%) 60 49 (82%) 0 NA NA 27 21 (78%) 

 4 163 41 76 (93%) 62 53 (85%) 0 NA NA 31 16 (52%) 

 5 145 29 44 (71%) 44 21 (48%) 0 NA NA 1 1 (100%) 

 6 136 27 56 (88%) 56 39 (70%) 0 NA NA 4 3 (75%) 

à   7 188 38 98 (89%) 80 62 (78%) 2 50 8 22 16 (73%) 

Grupo 
Sobrevida após 

aquecimento  
(%) 

Sobrevida 
após PZD 

(%) 

Taxa de  
fertilização 

(%) 

Taxa de 
gestação 

(%) 

Taxa de 
nascimento 

(%) 

Formação 
blastocisto 

(%) 
FIV Fresco NA 89 76 75 31 60 

Vitrificado 96 87 81 27 7 50 
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Tabela 3 - Dados descritivos das replicatas do grupo Vitrificado. 
 

 
Nota: Nº= Número. %= percentagem. NA= Não se aplica. *A taxa de formação de blastocistos foi calculada levando-se em consideração o número total de 
blastocistos dividido pelo número total de embriões em estágio de duas células (fertilizados) mantidos em cultivo, multiplicado por 100. à = Replicatas com 
transferência embrionária. 

ID da 
replicata 

Média 
oócitos/ 
fêmea 

Nº de 
oócitos 

aquecidos 

Sobrevida 
após o 

aquecimento 

Sobrevida 
após o 
PZD 

Nº de 
oócitos 

FIV 

Fertilizados 
(Nº / %) 

Nº de 
fêmeas 

receptoras 

Taxa de 
gestação 

(%) 

Nº de 
nascidos 

vivos 

Mantidos 
em 

cultivo 

Formação 
blastocistos 

(Nº / %) 
à   1 45 70 65 (93%) 53 (82%) 53 43 (81%) 2 50 2 3 1 (33%) 

2 57 72 72 (100%) 51 (71%) 51 39 (76%) 0 NA NA 17 6 (35%) 

3 43 72 71 (99%) 58 (82%) 58 48 (83%) 0 NA NA 26 23 (88%) 

4 41 72 66 (92%) 60 (91%) 60 58 (97%) 0 NA NA 14 7 (50%) 

à   5 29 72 68 (94%) 54 (79%) 51 42 (82%) 2 50 1 3 1 (33%) 

6 27 72 72 (100%) 67 (93%) 67 55 (82%) 0 NA NA 12 11 (92%) 

7 38 72 72 (100%) 65 (90%) 64 54 (84%) 0 NA NA 14 8 (57%) 

8 42 60 60 (100%) 56 (93%) 54 38 (70%) 0 NA NA 0 NA 

à   9 40 61 59 (97%) 57 (97%) 57 51 (89%) 1 100 2 8 5 (63%) 

10 28 60 60 (100%) 57 (95%) 49 32 (65%) 0 NA NA 32 11 (34%) 

à  11 19 59 58 (98%) 57 (98%) 55 52 (95%) 2 0 NA 0 NA 

à  12 33 59 56 (95%) 49 (88%) 46 42 (91%) 1 0 NA 9 0 

13 21 58 55 (95%) 49 (89%) 46 38 (83%) 0 NA NA 18 7 (39%) 

à  14 36 65 57 (88%) 50 (88%) 48 36 (75%) 1 0 NA 6 2 (33%) 

à  15 25 84 80 (95%) 62 (78%) 57 39 (68%) 2 0 NA 0 NA 
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4.6 Ganho de peso da prole 

 

 O peso dos animais dos grupos Natural, Estimulado, FIV Fresco e Vitrificado foi 

registrado semanalmente a partir do desmame, na 4ª semana de vida, até a 21ª semana, 

no momento da eutanásia (Tabela 4 e Tabela 5).  

 
Tabela 4 – Média de peso dos animais dos grupos Natural, Estimulado e FIV Fresco do 
desmame até a eutanásia. 

Sexo Tempo 
(semanas) 

Grupo Natural Grupo Estimulado Grupo FIV Fresco 
Média DP Média DP Média DP 

Fêmeas 

4ª 12,48 2,29 22,88 2,20 17,72 1,55 
5ª 20,46 3,02 25,84 1,11 23,55 2,14 
6ª 24,33 1,90 27,46 1,38 25,45 1,73 
7ª 25,49 2,18 27,89 2,61 27,87 1,32 
8ª 26,35 1,72 29,44 2,38 29,40 1,55 
9ª 27,47 2,17 31,01 1,85 29,97 2,16 
10ª 29,00 2,39 31,59 2,35 31,88 1,87 
11ª 28,51 2,99 31,63 1,52 31,83 2,52 
12ª 31,09 2,44 33,24 2,46 31,31 3,43 
13ª 31,98 2,66 34,09 1,85 33,21 2,05 
14ª 32,26 3,12 35,43 3,21 33,94 2,22 
15ª 33,25 3,12 35,71 2,69 34,62 2,13 
16ª 32,08 2,75 36,02 4,17 34,90 2,36 
17ª 34,40 3,70 36,11 2,85 35,32 2,63 
18ª 35,41 4,26 37,16 3,49 35,43 2,98 
19ª 35,79 3,54 40,29 2,93 36,73 2,93 
20ª 36,66 3,83 39,71 2,69 38,97 2,95 
21ª 36,99 4,03 38,86 3,35 38,40 2,96 

Machos 

4ª 12,47 3,20 26,76 3,71 18,40 1,77 
5ª 23,53 3,46 32,17 2,00 27,43 1,95 
6ª 29,92 2,57 34,74 2,98 32,10 1,94 
7ª 32,72 2,17 37,03 3,71 35,61 2,42 
8ª 34,14 2,32 39,06 3,12 37,81 2,28 
9ª 35,64 1,83 40,35 3,92 39,09 2,42 
10ª 37,18 2,36 41,18 4,06 40,21 2,08 
11ª 39,89 2,55 41,22 3,70 40,99 2,98 
12ª 41,01 1,97 43,23 3,76 43,39 2,91 
13ª 41,98 1,93 44,11 3,95 44,21 2,58 
14ª 42,79 2,36 46,20 3,94 44,99 2,77 
15ª 42,16 2,01 46,90 4,12 45,06 2,94 
16ª 41,64 2,22 48,60 5,24 44,96 3,01 
17ª 44,37 2,74 47,72 3,90 46,50 2,87 
18ª 45,16 2,76 48,32 3,93 46,35 2,96 
19ª 45,18 2,69 50,80 3,55 48,28 3,11 
20ª 45,78 3,09 50,40 4,20 48,39 2,68 
21ª 46,46 3,19 48,54 4,16 47,36 2,85 

Nota: Peso em gramas (g). FIV= Fertilização in vitro. DP= Desvio padrão. Grupo Natural= 11 
fêmeas e 10 machos. Grupo Estimulado= 7 fêmeas e 10 machos. Grupo FIV Fresco= 10 fêmeas 
e 8 machos.  
  

 As comparações foram estratificadas por sexo e realizadas entre os grupos 

Natural, Estimulado e FIV Fresco. As fêmeas do grupo Estimulado apresentaram 
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aumento significativo de peso nas semanas 4, 5, 6, 8, 9, 11, 14, 16, 19 e 20 quando 

comparadas as fêmeas do grupo Natural. Entre os machos, o aumento de peso do grupo 

Estimulado foi observado nas semanas de 4 a 10 e de 14 a 20 (p-valor < 0,05) quando 

comparados ao grupo Natural. 

 Ao compararmos os grupos Natural e FIV Fresco as fêmeas do grupo FIV Fresco 

apresentaram aumento significativo do peso nas semanas 4, 5, de 8 a 11 e na 16ª semana. 

Nos machos do grupo FIV Fresco o aumento do peso foi verificado nas semanas 4, 5, de 

7 a 10, 15, 16 e 19 (p-valor < 0,05). 

 Na comparação entre os grupos Estimulado e FIV Fresco, as fêmeas do grupo 

Estimulado apresentaram aumento significativo de peso apenas nas semanas 4 e 19. Entre 

os machos o aumento do peso no grupo Estimulado foi observado nas semanas 4, 5 e 16 

(p-valor < 0,05).  

 A Figura 7 ilustra a progressão do ganho de peso dos animais, machos e fêmeas, 

dos grupos Natural, Estimulado e FIV Fresco no decorrer de 18 semanas de vida. 

 

Figura 7 - Progressão do ganho de peso dos animais dos grupos Natural, Estimulado e 

FIV Fresco do desmame até a eutanásia. 

 

 

Nota: N= Grupo Natural. E= Grupo Estimulado. F= Grupo FIV Fresco 

 

 
Devido ao pequeno tamanho amostral do grupo Vitrificado, os dados de peso não 

foram incluídos na comparação estatística com os demais grupos. Os dados descritivos 

individuais mostram uma possível tendência de aumento de peso nos dois machos do 
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grupo Vitrificado comparados com os demais grupos do estudo (Tabela 5). A progressão 

do ganho de peso dos dois machos está ilustrada na Figura 8.  

 

Tabela 5 - Peso dos machos do grupo Vitrificado do desmame até a eutanásia. 

 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
Nota: Peso em gramas (g). 

 

Figura 8 - Progressão do ganho de peso dos animais do grupo Vitrificado do desmame 

até a eutanásia. 

 

 

Nota: V= Grupo Vitrificado.

Tempo 
(semanas) 

Vitrificado 
Macho 1 

Vitrificado 
Macho 2 

4ª 31,30 29,50 
5ª 34,30 35,20 
6ª 36,40 37,00 
7ª 37,40 38,60 
8ª 40,10 39,80 
9ª 40,20 41,40 
10ª 40,77 42,50 
11ª 42,40 44,83 
12ª 43,50 45,30 
13ª 43,30 46,30 
14ª 46,40 47,30 
15ª 47,40 48,20 
16ª 49,00 49,10 
17ª 50,02 50,00 
18ª 51,35 51,48 
19ª 51,60 52,00 
20ª 51,80 52,90 
21ª 52,00 53,80 
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4.7 Peso da gordura abdominal e do músculo gastrocnêmio da prole 

 
Após a eutanásia coletamos a gordura abdominal e o músculo gastrocnêmio 

esquerdo da prole de todos os grupos do estudo. O peso absoluto (Tabela 6) e relativo 

dos tecidos foi comparado entre os grupos Natural, Estimulado e FIV Fresco. As 

comparações foram estratificadas por sexo e independente de sexo.  

 
 

Tabela 6 - Peso absoluto da gordura abdominal e do músculo gastrocnémio nos animais 

dos grupos Natural, Estimulado e FIV Fresco.  

Nota: Nº= Tamanho amostral. Dados expressos em média, desvio padrão (DP), mínimo e 
máximo. Peso apresentado em gramas (g).  

 

 

Não observamos diferenças significativas no peso absoluto e no peso relativo do 

músculo gastrocnêmio entre fêmeas, machos e na comparação independente de sexo, 

entre os grupos Natural, Estimulado e FIV Fresco.  

Entre as fêmeas, o grupo Estimulado apresentou o maior peso da gordura 

abdominal, absoluta e relativa, quando comparado as fêmeas dos grupos Natural e FIV 

Fresco (p-valor < 0,05). Os machos do grupo Estimulado apresentaram maior peso da 

gordura abdominal, absoluta e relativa, do que os machos do grupo Natural (p-valor 

<0,05) (Figura 9).  

Ao compararmos os grupos Natural, Estimulado e FIV Fresco, independente de 

sexo, o grupo Estimulado apresentou elevação no peso da gordura abdominal quando 

comparado aos grupos Natural e FIV Fresco (p-valor < 0,05).   

Grupo Sexo Nº Tecido Média DP Mínimo Máximo 

Natural 
Fêmeas 11 Gordura 

Músculo 
1,29 
0,20 

0,64 
0,09 

0,38 
0,06 

2,22 
0,33 

Machos 10 
Gordura 
Músculo 

1,33 
0,26 

0,46 
0,22 

0,53 
0,07 

2,07 
0,84 

Estimulado 
Fêmeas 7 Gordura 

Músculo 
2,07 
0,16 

0,36 
0,01 

1,74 
0,15 

2,73 
0,17 

Machos 10 Gordura 
Músculo 

2,06 
0,19 

0,45 
0,03 

1,32 
0,15 

2,96 
0,23 

FIV Fresco 
Fêmeas 10 Gordura 

Músculo 
1,31 
0,23 

0,42 
0,13 

0,59 
0,02 

1,79 
0,40 

Machos 8 Gordura 
Músculo 

1,69 
0,27 

0,46 
0,19 

0,94 
0,14 

2,48 
0,70 
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Figura 9 – Comparações do peso absoluto da gordura abdominal em fêmeas e machos 

entre os grupos Natural, Estimulado e FIV Fresco. 

 
 
Nota: a = Diferença significativa entre os grupos Natural e Estimulado. c = Diferença significativa 
entre os grupos Estimulado e FIV Fresco (p-valor < 0,05). 

 

 

Os dados de peso da gordura abdominal e do músculo gastrocnêmio dos animais 

do grupo Vitrificado não foram incluídos na comparação estatística com os demais grupos 

devido ao tamanho amostral reduzido. Portanto, optamos por descrever individualmente 

o peso dos tecidos de ambos os machos do grupo Vitrificado (Tabela 7). O peso do 

músculo gastrocnêmio dos machos do grupo Vitrificado é semelhante à média do peso 

do grupo Estimulado. A gordura abdominal tem um peso próximo a média dos grupos 

Estimulado e FIV Fresco. 

 

Tabela 7 - Peso absoluto da gordura abdominal e do músculo gastrocnémio dos animais 

do grupo Vitrificado. 

 
 

 

 

Nota: Peso em gramas (g). 

 

 

 

Tecido 
Vitrificado 
Macho 1 

Vitrificado 
Macho 2 

Gordura abdominal 1,700 2,230 
Músculo gastrocnémio 0,180 0,200 

    Fêmeas                      Machos 
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4.8 Pressão arterial sistólica da prole 

 

A PAS dos animais da prole foi aferida na 10ª, 15ª e 20ª semanas de vida (Tabela 

8 e Tabela 9). Os níveis normais de PAS em camundongos podem chegar à 170 mmHg 

(WILDE et al., 2017). Nenhuma das médias dos níveis da PAS atingiu 170 mmHg, apenas 

um macho na 15ª e outro macho na 20ª semana, ambos do grupo FIV Fresco, 

apresentaram níveis de PAS acima de 170 mmHg. Este é um bom indicativo de que os 

animais estavam aclimatados ao aparelho de pletismografia de cauda e não apresentaram 

alteração da PAS por estresse da contenção. Apesar disso, dois machos do grupo FIV 

Fresco morreram durante a primeira aferição da PAS. Estes machos eram irmãos e 

mantidos no mesmo mini isolador. Antes da aclimatação no contensor os machos estavam 

brigando. Acreditamos que ao serem colocados nos contensores os animais que já 

estavam estressados foram submetidos a um ambiente com temperatura elevada e espaço 

confinado o que piorou seus níveis de estresse e pode ter levado a uma parada cardíaca. 

Essa intercorrência foi muito rápida impossibilitando qualquer intervenção. 

As comparações dos níveis de PAS foram realizadas entre os grupos Natural, 

Estimulado e FIV Fresco, intra e entre grupos, independente de sexo e estratificada por 

sexo. As diferenças significativas só foram observadas entre os machos.  

Nas comparações intra grupo, observamos diferenças entre os machos do grupo 

Estimulado quando comparamos os níveis de PAS da 10ª com a 20ª semanas (p-valor = 

0,0070). No grupo Natural as diferenças foram encontradas nas comparações entre a 10ª 

e a 15ª semanas (p-valor = 0,0253) e entre a 10ª e a 20ª semanas (p-valor = 0,0017). Nas 

três comparações a média da PAS aumentou com o passar das semanas.  

A comparação entre grupos evidenciou um aumento da PAS nos machos do grupo 

FIV Fresco na 10ª semana quando comparados aos machos dos grupos Natural (p-valor 

= 0,0030) e Estimulado (p-valor = 0,0075). Na 15ª semana os machos do grupo FIV 

Fresco apresentaram maiores níveis de PAS do que os machos do grupo Estimulado (p-

valor = 0,0082) (Figura 10).  

Os níveis da PAS dos animais do grupo Vitrificado foram descritos de forma 

individual e encontram-se próximo a média dos demais grupos (Tabela 9). 
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Tabela 8 - Pressão arterial sistólica dos grupos Natural, Estimulado e FIV Fresco, na 10ª, 

15ª e 20ª semanas de vida. 

Grupo Sexo Nº Semana Média DP Mínimo Máximo 

Natural 

Fêmeas 11 
10ª 109,98  17,95 89,80 156,20 
15ª 111,07  7,64 95,80 122,17 
20ª 112,47  14,88 92,14 141,86 

Machos 10 
10ª 106,10  9,09 85,60 116,13 
15ª 123,02  17,61 104,57 154,20 
20ª 130,13  14,28 106,57 150,80 

Estimulado 

Fêmeas 7 
10ª 112,81  25,12 92,43 165,00 
15ª 107,50  6,47 98,08 114,80 
20ª 120,27  15,98 94,22 145,00 

Machos 10 
10ª 108,63  15,15 88,43 132,00 
15ª 116,77  15,90 87,22 139,50 
20ª 129,15  13,32 113,20 154,78 

FIV Fresco 

Fêmeas 10 
10ª 112,20 11,83 99,00 130,00 
15ª 112,20  7,71 101,00 127,00 
20ª 114,00  10,48 103,00 134,00 

Machos 8 
10ª 130,63  15,91 112,00 163,00 
15ª 138,50  22,42 118,00 188,00 
20ª 132,75  25,45 111,00 175,00 

Nota: Nº= Tamanho amostral. Dados expressos em média, desvio padrão (DP), mínimo e 
máximo. Níveis de pressão arterial sistólica expressos em milímetros de mercúrio (mmHg).  
  

Figura 10 - Comparação da pressão arterial sistólica entre os machos dos grupos Natural, 

Estimulado e FIV Fresco na 10ª, 15ª e 20ª semanas de vida. 

 

 
 
Nota: PAS= Pressão arterial sistólica. N= Natural. E= Estimulado. F= FIV Fresco. mmHg= 
milímetros de mercúrio. b= Diferenças significativas entre os grupos Natural e FIV Fresco. c= 
Diferenças significativas entre os grupos Estimulado e FIV Fresco (p-valor < 0,05). 
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Tabela 9 - Pressão arterial sistólica dos animais do grupo Vitrificado. 

 

 

 
 

 
Nota: Dados de pressão arterial sistólica expressos em milímetros de mercúrio (mmHg). 

 
 
 

4.9 Glicose, colesterol total e triglicérides da prole 

 

Os níveis de glicose, colesterol total e triglicérides foram aferidos nos animais dos 

grupos Natural, Estimulado, FIV Fresco e Vitrificado por duas metodologias diferentes 

em três tempos distintos. Na 16ª e 18ª semanas de vida dos animais, monitoramos os 

metabólitos utilizando tiras de dosagem, também conhecida por metodologia “point of 

care”. No sangue coletado após a eutanásia, na 21ª semana, avaliamos os níveis de 

glicose, colesterol total e triglicérides por espectofotometria, uma técnica colorimétrica 

que utiliza kits comerciais. Apesar de agruparmos a descrição dos resultados das duas 

técnicas, as metodologias são distintas e os resultados de ambas não devem ser 

comparados entre si.  

As comparações entre os grupos Natural, Estimulado e FIV Fresco foram 

estratificadas por sexo e independentes de sexo. 

Devido ao pequeno tamanho amostral os animais do grupo Vitrificado não foram 

incluídos nas comparações estatísticas com os demais grupos. Os níveis de glicose, 

colesterol total e triglicérides dos dois machos do grupo Vitrificado foram descritos 

individualmente ao final desse item.  

 

  4.9.1 Glicose 

 

Os níveis de glicose nos animais dos grupos Natural, Estimulado e FIV Fresco estão 

descritos na Tabela 10 e a seguir suas respectivas comparações entre fêmeas (Figura 11), 

machos (Figura 12) e independente de sexo.  

 

Semana Vitrificado 
Macho 1 

Vitrificado 
Macho 2 

10ª 129 113 
15ª 117 151 
20ª 131 129 
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Tabela 10 - Níveis de glicose nos animais dos grupos Natural, Estimulado e FIV Fresco 

nas semanas 16, 18 e após a eutanásia na 21ª semana. 

Nota: Níveis de glicose descritos em miligramas por decilitro (mg/dl). Nº= Tamanho amostral. 
DP= Desvio padrão.  
 

Figura 11 - Comparação dos níveis de glicose entre as fêmeas dos grupos Natural, 

Estimulado e FIV Fresco nas semanas 16, 18 e após a eutanásia na 21ª semana. 

 
Nota: N= Natural. E= Estimulado. F= FIV Fresco. mg/dl= miligramas por decilitro. a= Diferença 
significativa entre os grupos Natural e Estimulado. b= Diferença significativa entre os grupos 
Natural e FIV Fresco. c= Diferença significativa entre os grupos Estimulado e FIV Fresco (p-
valor < 0,05). 

Grupo Sexo Nº Semana Média DP Mínimo Máximo 

Natural 

Fêmeas 11 
16ª 113,45 21,05 83,00 141,00 
18ª 139,18 15,18 116,00 164,00 
21ª 167,14 89,83 106,42 417,11 

Machos 10 
16ª 147,90 16,23 123,00 177,00 
18ª 162,00 11,39 145,00 187,00 
21ª 164,65 52,73 103,74 275,94 

Estimulado 

Fêmeas 7 
16ª 121,00 8,41 110,00 130,00 
18ª 112,57 6,19 104,00 120,00 
21ª 233,75 124,30 121,90 472,04 

Machos 10 
16ª 139,20 14,34 117,00 163,00 
18ª 157,00 13,14 142,00 184,00 
21ª 198,49 62,47 125,71 324,65 

FIV Fresco 
Fêmeas 10 

16ª 140,50 21,20 104,00 170,00 
18ª 153,30 19,18 132,00 186,00 
21ª 132,30 24,76 86,10 167,91 

Machos 8 
16ª 164,75 19,67 146,00 207,00 
18ª 173,13 20,19 154,00 215,00 

 21ª 126,82 37,83 59,78 170,05 
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Figura 12 - Comparação dos níveis de glicose entre os machos dos grupos Natural, 

Estimulado e FIV Fresco nas semanas 16, 18 e após a eutanásia na 21ª semana. 

 
Nota: N= Natural. E= Estimulado. F= FIV Fresco. mg/dl= miligramas por decilitro. c= Diferença 
significativa entre os grupos Estimulado e FIV Fresco (p-valor < 0,05).  
 

 

 Nas comparações independentes de sexo, na 16ª e 18ª semanas, os animais do 

grupo FIV Fresco apresentaram níveis de glicose elevados quando comparados aos 

grupos Natural e Estimulado. Ainda na 18ª semana, os animais do grupo Natural 

apresentaram maiores níveis de glicose do que o grupo Estimulado. Na 21ª semana os 

animais do grupo Estimulado apresentaram níveis de glicose mais elevados quando 

comparados aos grupos Natural e FIV Fresco independente de sexo (p-valor < 0,05). 

 

 

 4.9.2 Colesterol total  
 

Descrevemos abaixo os níveis de colesterol total nos animais dos grupos Natural, 

Estimulado e FIV Fresco (Tabela 11) e suas respectivas comparações entre fêmeas 

(Figura 13), machos (Figura 14) e independente de sexo.  

Ao compararmos os níveis de colesterol total entre as fêmeas dos grupos Natural, 

Estimulado e FIV Fresco não observamos diferenças significativas nas semanas 16 e 18 

(Figura 13). 
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Tabela 11 - Níveis de colesterol total nos animais dos grupos Natural, Estimulado e FIV 

Fresco nas semanas 16, 18 e após a eutanásia na 21ª semana. 

Grupo Sexo Nº Semana Média DP Mínimo Máximo 

Natural 

Fêmeas 11 
16ª 161,55 3,08 154,00 165,00 
18ª 160,36 3,32 155,00 167,00 
21ª 73,22 18,96 38,95 110,53 

Machos 10 
16ª 163,60 2,59 160,00 167,00 
18ª 163,10 3,31 157,00 167,00 
21ª 103,47 14,44 78,95 125,37 

Estimulado 

Fêmeas 7 
16ª 158,71 2,50 154,00 162,00 
18ª 158,14 4,10 152,00 163,00 
21ª 89,93 11,52 71,28 107,26 

Machos 10 
16ª 161,30 3,97 153,00 165,00 
18ª 158,10 1,66 157,00 161,00 
21ª 138,63 19,73 105,59 166,70 

FIV Fresco 
Fêmeas 10 

16ª 159,50 3,81 152,00 164,00 
18ª 162,30 4,57 152,00 167,00 
21ª 90,71 9,86 77,61 102,49 

Machos 8 
16ª 158,88 3,76 154,00 165,00 
18ª 156,00 10,28 132,00 166,00 

 21ª 119,83 18,38 88,56 142,29 
Nota: Níveis de colesterol total descritos em miligramas por decilitro (mg/dl). Nº= Tamanho 
amostral. DP= Desvio padrão.  
 

Figura 13 - Comparação dos níveis de colesterol total entre as fêmeas dos grupos Natural, 

Estimulado e FIV Fresco nas semanas 16, 18 e após a eutanásia na 21ª semana. 

 
 

Nota: mg/dl= miligramas por decilitro.   a= Diferença significativa entre os grupos Natural e 

Estimulado. b= Diferença significativa entre os grupos Natural e FIV Fresco (p-valor < 0,05).
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Figura 14 - Comparação dos níveis de colesterol total entre os machos dos grupos 

Natural, Estimulado e FIV Fresco nas semanas 16, 18 e após a eutanásia na 21ª semana. 

 
Nota: mg/dl= miligramas por decilitro.   a= Diferença significativa entre os grupos Natural e 
Estimulado. b= Diferença significativa entre os grupos Natural e FIV Fresco. c= Diferença 
significativa entre os grupos Estimulado e FIV Fresco (p-valor < 0,05). 
 
 

Na comparação independente de sexo, os animais do grupo Natural apresentaram 

maiores níveis de colesterol total do que os animais do grupo Estimulado em ambas as 

semanas, 16 e 18 (p-valor < 0,05). Na análise após a eutanásia, na 21ª semana, foram os  

animais dos grupos Estimulado e FIV Fresco que apresentaram maiores níveis de 

colesterol total do que os animais do grupo Natural (p-valor < 0,05). 

 

  4.9.3 Triglicérides  

 

A seguir descrevemos os níveis de triglicérides nos animais dos grupos Natural, 

Estimulado e FIV Fresco (Tabela 12) e suas respectivas comparações entre fêmeas 

(Figura 15), machos e independente de sexo.  

Ao compararmos os níveis de triglicérides entre os machos dos grupos Natural, 

Estimulado e FIV Fresco não observamos diferenças significativas na 16ª, 18ª e 21ª 

semanas. Na 21ª semana, nenhuma diferenças nos níveis de triglicérides foi encontrada, 

nas comparações entre fêmeas, machos e independente de sexo, nos grupos Natural, 

Estimulado e FIV Fresco. 
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Tabela 12 - Níveis de triglicérides nos animais dos grupos Natural, Estimulado e FIV 

Fresco nas semanas 16, 18 e após a eutanásia na 21ª semana. 

Grupo Sexo Nº Semana Média DP Mínimo Máximo 

Natural 

Fêmeas 11 
16ª 147,18 28,94 95,00 196,00 
18ª 160,00 38,27 77,00 228,00 
21ª 157,58 39,23 106,67 212,73 

Machos 10 
16ª 135,80 23,97 100,00 183,00 
18ª 140,30 14,28 119,00 158,00 
21ª 153,65 33,17 120,00 226,67 

Estimulado 

Fêmeas 7 
16ª 180,57 27,34 147,00 229,00 
18ª 260,14 62,87 171,00 377,00 
21ª 185,59 53,11 108,77 256,07 

Machos 10 
16ª 123,50 24,30 91,00 175,00 
18ª 152,00 16,53 125,00 176,00 
21ª 175,67 52,53 95,33 263,16 

FIV Fresco 

Fêmeas 10 
16ª 187,70 53,58 120,00 272,00 
18ª 171,00 24,99 130,00 204,00 
21ª 177,38 63,89 99,05 263,64 

Machos 8 
16ª 141,25 26,95 112,00 198,00 
18ª 156,38 33,78 104,00 205,00 
21ª 160,94 33,45 112,38 209,09 

Nota: Níveis de triglicérides descritos em miligramas por decilitro (mg/dl). Nº= Tamanho 
amostral. DP= Desvio padrão.  
 
 
Figura 15 - Comparação dos níveis de triglicérides entre as fêmeas dos grupos Natural, 

Estimulado e FIV Fresco nas semanas 16, 18 e após a eutanásia na 21ª semana. 

 
Nota: mg/dl= miligramas por decilitro.   a= Diferença significativa entre os grupos Natural e 
Estimulado.  b= Diferença significativa entre os grupos Natural e FIV Fresco. c= Diferença 
significativa entre os grupos Estimulado e FIV Fresco (p-valor < 0,05). 
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Na comparação independente de sexo, na 16ª semana, os animais do grupo FIV Fresco 

apresentaram níveis elevados de triglicérides quando comparados ao grupo Natural (p-valor < 

0,05). Na 18ª semana os animais do grupo Estimulado possuíram maiores níveis de triglicérides 

do que os animais dos grupos Natural e FIV Fresco (p-valor < 0,05). 

 

  4.9.4 Glicose, colesterol total e triglicérides da prole do grupo Vitrificado  

 

O tamanho amostral reduzido do grupo Vitrificado não permitiu comparações estatísticas, 

portanto optamos por descrever de forma individual os níveis de glicose, colesterol total e 

triglicérides nas semanas 16, 18 e 21. Os níveis observados no macho 1 encontram-se próximo 

a média dos demais grupos. O macho 2, por sua vez, apresenta níveis elevados de glicose na 

16ª semana e de triglicérides na 18ª e 21ª semanas, quando comparado aos grupos Natural e 

Estimulado. As possíveis tendências de aumento observadas no macho 2 assemelham-se aos 

dados apresentados pelo grupo FIV Fresco (Tabela 13). 

 

Tabela 13 - Níveis de glicose, colesterol total e triglicérides nos animais do grupo Vitrificado. 

Semana Variável Vitrificado 
Macho 1 

Vitrificado 
Macho 2 

16ª 
Glicose 145,00 205,00 

Colesterol total 160,00 162,00 
Triglicérides 149,00 138,00 

18ª 
Glicose 167,00 185,00 

Colesterol total 160,00 156,00 
Triglicérides 148,00 225,00 

21ª 
Glicose 136,36 198,93 

Colesterol total 98,51 106,47 
Triglicérides 174,55 363,64 

Nota: Dados apresentados em miligramas por decilitro (mg/dl). 
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5 DISCUSSÃO 

 

O presente estudo investigou o impacto da estimulação ovariana e da estimulação 

ovariana associada a FIV sobre parâmetros metabólicos na prole adulta de camundongos. 

Avaliamos também a viabilidade da obtenção de prole por meio da combinação das técnicas de 

vitrificação oocitária, PZD e FIV. Os animais concebidos após estimulação ovariana isolada ou 

associada a FIV apresentaram, na vida adulta, aumento dos níveis séricos de glicose, colesterol 

total e triglicérides, além do maior ganho de peso, quando comparados aos animais concebidos 

naturalmente. Os machos do grupo FIV Fresco apresentaram maiores valores de PAS, um 

importante fator de risco para hipertensão arterial. Enquanto o grupo Estimulado possuiu maior 

peso de gordura abdominal e maior peso corporal do que os grupos Natural e FIV Fresco, um 

agravante que sugere alterações no metabolismo da gordura. As baixas taxas de gestação e 

nascidos vivos do grupo Vitrificado sugerem que oócitos murinos se tornam muito frágeis após 

a vitrificação e o aquecimento, sendo mais sensíveis ao PZD, comprometendo o 

desenvolvimento e potencial de nidação embrionária. Esses achados apontam para a baixa 

viabilidade de obtenção de prole murina utilizando a combinação das técnicas de reprodução 

assistida propostas, o que torna o modelo inadequado para investigar o impacto da vitrificação 

oocitária em desfechos da prole na vida adulta.  

Uma recente revisão sistemática e metanálise em humanos, com idade média entre 4 e 21 

anos, verificou um pequeno, porém significativo, aumento da PAS em 872 indivíduos nascidos 

após estímulo ovariano seguido de FIV ou ICSI quando comparados a 3.034 concebidos 

naturalmente. Além das alterações na PAS, os autores mostraram que a função diastólica 

cardíaca estava abaixo do ideal e a espessura da artéria carótida era maior em crianças 

concebidas após FIV ou ICSI. Esses achados, em conjunto, indicam um maior risco de doenças 

cardiovasculares na prole de FIV/ICSI. Apesar do estudo incluir 45 adultos jovens, com até 22 

anos, nascidos após FIV ou ICSI, a grande maioria dos indivíduos analisados eram recém 

nascidos ou crianças com até 12 anos de idade (GUO et al., 2017). Desta forma, uma questão 

importante é levantada, teria essa pequena diferença na PAS durante a infância e a adolescência 

impacto na vida adulta, aumentando o risco de hipertensão e doenças cardiovasculares?  

Em nosso estudo, avaliando camundongos adultos, observamos um aumento significativo 

da PAS nos machos adultos concebidos após estímulo ovariano seguido de FIV quando 

comparados aos concebidos naturalmente (10ª semana) e após estímulo hormonal (10ª e 15ª 

semanas). Resultados semelhantes foram observados em outros trabalhos, apesar de diferenças 
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metodológicas (REXHAJ et al., 2013; WATKINS et al., 2007). Rexhaj e colaboradores (2013), 

relataram níveis elevados de PAS em camundongos selvagens (FVB e NMRI) machos com 12 

a 14 semanas de idade, obtidos por estimulação ovariana seguida de FIV, comparados a animais 

concebidos naturalmente (REXHAJ et al., 2013). Nesse estudo, os autores aferiram a PAS por 

telemetria, uma técnica invasiva que necessita de cirurgia para implantação de um cateter na 

artéria carótida. O procedimento cirúrgico e o pós-operatório delicado podem submeter o 

animal a estresse. Embora a telemetria permita aferições contínuas (48 horas no estudo), 

registros prolongados não são adequados e a mortalidade decorrente de infecções é alta 

(DRÜEKE et al., 2019; LUTHER et al., 2019). A técnica de pletismografia de cauda, por sua 

vez, permite aferições em diferentes etapas da vida do animal e apresenta baixa mortalidade. 

Mas, mesmo sendo uma técnica não invasiva ela pode causar algum estresse decorrente da 

contenção e do aumento da temperatura (DRÜEKE et al., 2019; LUTHER et al., 2019). 

Watkins e colaboradores (2007), demonstraram que camundongos (CBA X C57/BL6), 

machos e fêmeas, nascidos após estimulação ovariana, fertilização in vivo e cultivo embrionário 

in vitro (embriões em estágio de 2 células até blastocisto), com posterior transferência 

embrionária, apresentaram elevação da PAS quando comparados com animais nascidos de 

acasalamento natural (15ª e 21ª semanas). O mesmo estudo também revelou que a diferença 

nos níveis de PAS desaparecia quando a prole era oriunda de estimulação ovariana e fertilização 

in vivo seguida de transferência embrionária, sem o cultivo in vitro. Associando, portanto, a 

alteração na PAS ao estresse sofrido pelo embrião durante o cultivo in vitro (WATKINS et al., 

2007). Em nosso estudo, a prole do grupo Estimulado foi obtida após estimulação ovariana e 

fertilização in vivo, seguida de transferência de embriões em estágio de 2 células, excluindo a 

necessidade de cultivo embrionário in vitro prolongado. Assim como no estudo de Watkins et 

al. (2007), os animais do grupo Estimulado não mostraram alteração nos níveis de pressão 

arterial quando comparados ao grupo Natural. Conforme descrito anteriormente, a elevação da 

PAS em nossa pesquisa foi observada na prole do grupo FIV Fresco. Esses animais foram 

concebidos após estimulação ovariana e FIV associada a um cultivo embrionário de 

aproximadamente 18 horas. Logo, não podemos dissociar o impacto da FIV e do cultivo 

embrionário sobre os níveis de PAS no grupo FIV fresco. 

É importante ressaltar que a PAS dos machos do grupo FIV Fresco se mostrou elevada 

desde a primeira aferição. A elevação precoce da pressão arterial pode favorecer o 

desenvolvimento prematuro de doenças cardiovasculares, hipótese que precisa ser testada em 

estudos futuros que monitorem a prole por maiores períodos. Na comparação intra grupos, os 

machos dos grupos Natural e Estimulado apresentaram elevação da média da PAS com o passar 
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das semanas, igualando a PAS do grupo FIV Fresco na última semana. Assim como a maioria 

das doenças cardiovasculares, o risco de hipertensão aumenta com o avançar da idade e o 

acúmulo de fatores de risco, como obesidade e dislipidemias. As causas podem ser 

multifatoriais incluindo o enrijecimento e microlesões nos vasos sanguíneos, comprometimento 

de órgãos como coração e rins, além de fatores hormonais (BANEGAS et al., 2017; 

CHRYSANT, 2019). 

Outro dado interessante do nosso estudo foi que, diferente dos machos, as fêmeas não 

apresentaram alterações na PAS nas comparações intra e entre grupos.  No artigo de Watkins e 

colaboradores (2007), apesar de a elevação da PAS no grupo com cultivo embrionário ser 

identificada em ambos os gêneros, as fêmeas apresentaram alterações apenas na 21ª semana, 

levando os autores, assim como nós, a questionar o mecanismo de regulação da PAS nas 

fêmeas. Após encontrarem aumento nos níveis séricos da enzima conversora de angiotensina e 

no peso dos rins, apenas nas fêmeas dos grupos tratados, os autores sugerem que a alteração da 

PAS em fêmeas esteja relacionada a fatores endócrinos e renais (WATKINS et al., 2007). Um 

dos principais hormônios sexuais femininos (o estrogênio) atua na dilatação e na 

vasoconstrição. O estrogênio equilibra os níveis de renina e angiotensina I. A enzima 

conversora da angiotensina converte a angiotensina I em angiotensina II, que por sua vez é um 

potente agente vasoconstritor e indutor da proliferação da musculatura lisa vascular. A elevação 

dos níveis de angiotensina II pode estimular uma maior resistência vascular o que levaria ao 

aumento da PAS. Em mulheres na menopausa e em ratas ooforectomizadas há uma menor 

liberação de estrogênio que pode aumentar os riscos de hipertensão. Nesses casos o tratamento 

com estrogênio diminui a atividade da enzima conversora de angiotensina promovendo 

consequente redução dos níveis de angiotensina II e regulando a pressão arterial (DANTAS et 

al., 2002; MOSCA et al., 2004). Portanto, sugerimos que o estrogênio possa ter um papel 

protetor nas fêmeas, ainda em período fértil, auxiliando na regulação da PAS. 

Com relação aos níveis séricos de glicose, na 16ª e 18ª semanas as fêmeas oriundas de 

FIV apresentaram aumento quando comparadas as fêmeas concebidas naturalmente ou após 

estimulação ovariana. Entre os machos o aumento da glicose em jejum foi observado no grupo 

FIV Fresco em comparação ao grupo Estimulado, na 16ª e 18ª semanas. O grupo Estimulado 

não apresentou um comportamento consistente dos níveis de glicose em jejum no decorrer das 

semanas. O estudo de Chen e colaboradores (2014), mostra resultados semelhantes. Nesse 

trabalho os autores compararam os níveis de glicose entre animais obtidos com o auxílio de 

estimulação ovariana seguida de FIV, estimulação ovariana e fertilização in vivo e animais 

concebidos naturalmente. Logo após o desmame a prole de cada grupo foi dividida, parte 
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recebeu dieta normal e parte dieta rica em gordura. Ao chegarem na 11ª semana de vida os 

níveis séricos de glicose em jejum foram aferidos por metodologia de tiras de dosagem. O grupo 

FIV apresentou hiperglicemia comparado aos animais provenientes de estimulação ovariana e 

concebidos naturalmente, independente da dieta consumida. Nesse estudo apenas camundongos 

(C57Bl/6) machos foram incluídos, impossibilitando a análise do comportamento da glicose 

nas fêmeas, além disso os níveis de glicose foram aferidos em um único momento (CHEN et 

al., 2014). 

Ceelen et al. (2008), relataram que crianças e adolescentes nascidas após FIV 

apresentaram níveis elevados de glicemia de jejum em comparação com controles, 

independentemente de fatores neonatais ou características dos pais (CEELEN et al., 2008). Um 

estudo mais recente, relatou que os níveis de glicose em jejum eram maiores entre crianças de 

5 a 6 anos concebidas por estimulação ovariana isolada ou associada a FIV ou ICSI em 

comparação com crianças concebidas naturalmente (PONTESILLI et al., 2015). A revisão 

sistemática e metanálise de Guo e colaboradores incluiu sete estudos que avaliaram o perfil da 

glicose em 477 indivíduos nascidos após FIV-ICSI e 1.852 concebidos naturalmente. Os níveis 

de glicose em jejum foram comparáveis entre os grupos, mas os níveis de insulina em jejum 

estavam elevados na prole FIV-ICSI (GUO et al., 2017). De forma geral, os estudos apoiam a 

hipótese de que a FIV altera o metabolismo da glicose e aumenta o risco de desenvolvimento 

de doenças metabólicas na vida adulta (CEELEN et al., 2008; CHEN et al., 2014; GUO et al., 

2017; PONTESILLI et al., 2015). 

Trabalhos que investigaram o perfil lipídico na prole oriunda de técnicas de reprodução 

assistida não demonstraram achados consistentes. Pontesilli e colaboradores (2015), não 

encontraram diferenças nos níveis séricos de colesterol total e suas frações entre crianças 

concebidas naturalmente e após estimulação ovariana isolada ou associada a FIV ou ICSI. No 

entanto, os níveis de triglicérides estavam aumentados em crianças concebidas após o estímulo 

ovariano quando comparadas ao controle (PONTESILLI et al., 2015). Sakka et al. (2010), 

descobriram que crianças oriundas de FIV tinham triglicerídeos significativamente mais 

elevados, mas não apresentavam diferenças nos valores de colesterol total, LDL e HDL 

(SAKKA et al., 2010). No estudo de Cui et al. (2020), os níveis de LDL, HDL e triglicérides 

foram similares, enquanto, o nível de colesterol total estava diminuído em crianças concebidas 

após técnicas de reprodução assistida comparadas as concebidas naturalmente (CUI et al., 

2020). Na revisão sistemática e metanálise de Guo et al. (2017), cinco estudos avaliaram vários 

aspectos do metabolismo lipídico em 332 crianças concebidas por FIV-ICSI e 1.701 concebidas 

naturalmente. Os indivíduos de FIV-ICSI tinham colesterol LDL mais baixo enquanto seu 
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colesterol total, HDL e triglicerídeos eram comparáveis (GUO et al., 2017). 

Narapareddy e colaboradores (2022), publicaram recentemente um estudo com 

camundongos (machos e fêmeas) investigando os efeitos da FIV sobre o fígado e o metabolismo 

hepático. Como em nosso estudo, os autores avaliaram os desfechos propostos em diferentes 

momentos e separaram suas análises por sexo, ressaltando a importância de estudos sexo 

específicos e do acompanhamento ao longo da vida adulta. Em seu estudo as camundongos 

fêmeas nascidas após FIV apresentaram maiores níveis de colesterol total do que o grupo 

controle, nas semanas 12, 16, 20 e 24. Nenhuma diferença foi observada com relação aos níveis 

de triglicérides. Machos nascidos após FIV, por sua vez, mostraram aumento nos níveis de 

triglicérides nas semanas 12 e 20 com relação aos animais concebidos naturalmente e não 

apresentaram diferenças nos níveis de colesterol (NARAPAREDDY et al., 2021). No entanto, 

os autores não avaliaram animais nascidos de estimulação ovariana e fertilização in vivo.  

Em nosso estudo as fêmeas do grupo FIV Fresco apresentaram maiores níveis de 

triglicérides na 16ª semana e maiores níveis de colesterol total na 21ª semana quando 

comparadas ao grupo Natural. Nas fêmeas do grupo Estimulado observamos maiores níveis 

séricos de triglicérides nas semanas 16 e 18 e maiores níveis de colesterol na 21ª semana 

comparadas ao grupo Natural. Os machos não apresentaram alterações nos níveis séricos de 

triglicérides. Já os níveis de colesterol total do grupo FIV Fresco estavam menores nas semanas 

16 e 18 e maiores na 21ª semana quando comparados ao grupo Natural. Os machos do grupo 

Estimulado apresentaram menores níveis de colesterol total na 18ª semana e um aumento nos 

níveis na 21ª semana com relação ao grupo Natural.  

Ao analisarmos o ganho de peso da prole verificamos um aumento do peso nos machos e 

fêmeas dos grupos Estimulado e FIV Fresco em relação aos animais concebidos naturalmente. 

O grupo Estimulado apresenta ainda maior peso que o grupo FIV Fresco, mesmo que em um 

número reduzido de semanas. Não observamos diferenças entre os grupos com relação ao peso 

absoluto e relativo do músculo gastrocnêmio. No entanto, o peso da gordura abdominal, 

absoluta e relativa, no grupo Estimulado foi maior quando comparada aos grupos Natural 

(fêmeas e machos) e FIV Fresco (fêmeas).  

Um estudo em camundongos sugere que os componentes dos meios de cultivo 

embrionário utilizados nas técnicas de reprodução assistida podem afetar o peso e a adiposidade 

da prole adulta (SJÖBLOM et al., 2005). Bezerros concebidos por FIV apresentaram maior 

ingestão de alimentos e taxa de crescimento em comparação com aqueles concebidos por 

inseminação artificial, mesmo quando apresentavam peso ao nascer semelhantes (RÉRAT et 

al., 2005). Em crianças nascidas após FIV, observou-se um padrão parecido. Ao final do 
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período neonatal e início da primeira infância, elas apresentaram uma recuperação significativa 

do crescimento, associada à adiposidade corporal de longo prazo, manifestada pelo aumento 

das dobras cutâneas (CEELEN et al., 2009). 

É importante ressaltar que animais nascidos em pequenas ninhadas, de 3 a 4 filhotes, 

apresentam aumento de peso corporal e adiposidade na idade adulta comparados a filhotes 

amamentados em ninhadas de 6 a 10 indivíduos. O aumento do peso está associado a maior 

ingestão de alimentos durante a lactação (PARRA-VARGAS et al., 2020). A publicação mais 

recente, que analisou a prole de camundongos provenientes de estimulação ovariana seguida de 

FIV, adotou uma estratégia para tentar controlar o efeito do tamanho da ninhada no fenótipo 

metabólico dos adultos. Em ninhadas com menos de 10 indivíduos, recém nascidos adotivos 

eram acrescidos a ninhada até completar 10 filhotes, mantendo assim um tamanho total médio. 

Mesmo adotando essa estratégia delicada, os autores observaram maior peso corporal nas 

fêmeas e maior percentagem de gordura corporal nos machos do grupo FIV quando comparados 

aos animais concebidos naturalmente (NARAPAREDDY et al., 2021). O estudo não avaliou 

animais concebidos após estimulação ovariana e fertilização in vivo.  

Apesar de estudos em humanos mostrarem que a maioria dos descendentes concebidos 

após FIV sejam, geralmente, saudáveis a curto e médio prazo, nosso trabalho e a literatura 

recente sugerem que os indivíduos que desenvolvem resultados metabólicos adversos podem 

não fazê-lo até a idade adulta (NARAPAREDDY et al., 2021). Portanto, uma tarefa importante 

na otimização das técnicas de reprodução assistida é identificar biomarcadores de saúde a longo 

prazo e acompanhar a prole ao longo da vida.  

Nosso estudo apresentou taxas de sobrevida oocitária após vitrificação e aquecimento 

excelentes (96%). Taxas compatíveis com resultados obtidos por profissionais altamente 

capacitados (KOHAYA et al., 2013; MOCHIDA et al., 2014; SUZUKI et al., 1996). Além 

disso, as taxas de fertilização e formação de blastocistos dos grupos FIV Fresco (76% e 60% 

respectivamente) e Vitrificado (81% e 50% respectivamente) não apresentaram diferenças 

significativas. No entanto, algumas dificuldades metodológicas e limitações do estudo 

impossibilitaram a obtenção da prole do grupo Vitrificado.  

Devido ao enrijecimento da zona pelúcida ocasionado pelo processo de vitrificação e 

aquecimento oocitário, optamos por utilizar a técnica de PZD no estudo, visando aumentar as 

taxas de fertilização após a vitrificação e aquecimento. A técnica de PZD foi desenvolvida por 

Malter e colaboradores em 1989 como o objetivo de aumentar as taxas de fertilização nos casos 

de infertilidade relacionada a fatores masculino severos.  Na técnica o oócito é fixado por uma 

micropipeta denominada holding e uma micro agulha é inserida na zona pelúcida. Essa, 
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atravessa o espaço perivitelínico e alcança o lado oposto da zona pelúcida, sem perfurar o 

oolema. Um movimento horizontal da micro agulha de PZD é realizado até que o oócito se 

desligue desta confirmando a dissecção (MALTER et al., 1989). Em 1997, Nakagata e 

colaboradores, mostraram que a técnica de PZD em oócitos desnudados de camundongos 

C57BL/6J aumentou as taxas de sucesso na FIV de 12% para 73% (NAKAGATA et al., 1997). 

Dois anos mais tarde, An e colaboradores (1999) reportaram que a percentagem de embriões 

de camundongo ICR em estágio de duas células derivados de FIV após PZD que se 

desenvolveram até estágio de blastocisto é a mesma de oócitos com zona intacta (AN et al., 

1999). Um exemplo mais recente, descrito por Macas et al. (2011), mostrou que a percentagem 

de oócitos humanos que se desenvolveram até estágio de blastocisto após FIV é a mesma entre 

oócitos com zona intacta e com a zona pelúcida parcialmente aberta utilizando laser (assisted 

hatching) (MACAS et al., 2011). Odawara e Lopata (1989), também reportaram que a abertura 

da zona não danifica os oócitos ou reduz seu potencial de desenvolvimento embrionário normal, 

nem aumenta a incidência de ativação partenogenética ou poliespermia em modelo murino 

(ODAWARA et al., 1989). 

 Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa (VIANA, 2018), demonstraram 

resultados expressivamente melhores (taxas de fertilização e formação de blastocistos) com o 

uso da técnica de PZD com adaptações, conforme descrito por Nakagata, em oócitos murinos 

submetidos a vitrificação e aquecimento (NAKAGATA, 2011). Sem o uso desta técnica, as 

taxas de fertilização e formação de blastocistos eram muito baixas em oócitos previamente 

vitrificados, o que impossibilitaria o uso do modelo murino em estudos investigando o potencial 

efeito da vitrificação e aquecimento oocitário em diferentes desfechos. Como a técnica seria 

necessária para facilitar a fertilização no grupo Vitrificado, e em nosso laboratório experimental 

não dispomos de equipamento para realização de ICSI ou de PZD conforme descrito por Malter 

e colaboradores (1989), optamos por utilizar a metodologia conforme descrito por Nakagata 

(2011) e realizá-la também no grupo FIV Fresco, de modo a evitar o viés da técnica entre os 

grupos analisados.  

 Não dispomos de um equipamento de alta resolução para avaliação dos oócitos após a 

realização do PZD, o que torna a verificação do rompimento da zona pelúcida subjetiva. Porém, 

ao analisarmos as taxas de fertilização encontradas nas replicatas nos grupos FIV Fresco e 

Vitrificado, observamos que estão acima das encontradas na literatura (KOHAYA et al., 2013; 

WOODS et al., 2014). Da mesma forma, as taxas de nascidos vivos no grupo FIV Fresco são 

semelhantes às descritas na literatura para oócitos submetidos a FIV sem PZD (KOHAYA et 

al., 2011). Esses dados mostram que o PZD não parece ser um problema, pelo menos, quando 
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os embriões transferidos são provenientes de oócitos frescos submetidos a FIV após o PZD. 

Todavia, não há estudos na literatura avaliando as taxas de nascidos vivos após transferência 

de embriões oriundos de oócitos murinos vitrificados/aquecidos e submetidos a FIV após o 

PZD conforme empregado no presente estudo, com o intuito de desenvolver um modelo murino 

para investigação do papel da vitrificação oocitária na prole ao longo da vida. As baixas taxas 

de nascidos vivos após transferência de embriões no grupo Vitrificado (7%), quando 

comparadas ao grupo FIV Fresco (31%) nos faz hipotetizar que os oócitos murinos submetidos 

a vitrificação/aquecimento possam ser muito frágeis e, consequentemente, mais sensíveis ao 

PZD do que os oócitos frescos, com consequente comprometimento do seu potencial de 

desenvolvimento e implantação. Para testar esta hipótese, comparar as taxas de nascidos vivos 

após transferência de embriões oriundos de oócitos murinos vitrificados/aquecidos submetidos 

a FIV com PZD modificado versus a ICSI é mandatória.  

 A dificuldade na obtenção de fêmeas receptoras com tampão vaginal e ampola visível 

teve grande impacto no estudo. Das 15 oportunidades de transferência de embriões do grupo 

Vitrificado, sete (46%) não foram possíveis devido a ausência de fêmeas receptoras. Essa 

dificuldade impactou diretamente na obtenção de nascidos vivos do grupo Vitrificado. Além 

disso, das oito fêmeas que receberam a transferência embrionária, apenas três engravidaram e 

deram à luz, no máximo, dois filhotes, curiosamente machos. Na tentativa de melhorarmos estas 

taxas, procuramos a opinião e o auxílio de diversos profissionais, nacionais e internacionais, 

com experiência na área. Todos nos relataram a dificuldade em se obter prole oriunda de oócitos 

murinos vitrificados. Na literatura, encontramos poucos artigos que utilizaram a vitrificação 

oocitária seguida de FIV para obtenção de prole neste modelo. Watanabe e colaboradores 

(2013), vitrificaram os oócitos ainda com as células do cumulus o que auxiliou no processo de 

FIV. Sua taxa de gestação foi de 100% e as taxas de nascidos vivos variaram de 12 a 37%. A 

grande maioria dos estudos que utilizam a vitrificação oocitária como metodologia de 

criopreservação, realizam a ICSI para fertilização e, como citado anteriormente, infelizmente 

não dispomos do micro manipulador necessário para essa técnica. Kohaya et al. (2013) utilizou 

a ICSI como metodologia de fertilização para oócitos vitrificados e obteve taxas 

surpreendentemente altas de gestação (100%) e nascidos vivos (51%). A grande maioria dos 

estudos não reporta as taxas de gravidez e/ou nascidos vivos após transferência de embriões 

oriundos de oócitos murinos vitrificados e aquecidos, sendo que nenhum deles descreve em 

detalhes as metodologias utilizadas para vitrificação/aquecimento, fertilização e transferência 

embrionária (HUO et al., 2020; KOHAYA et al., 2013; LIU et al., 2013; WATANABE et al., 

2013). Desta forma, não é possível compararmos os nossos achados com os de outros estudos. 
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Considerando que, para que o modelo murino possa ser utilizado como potencial modelo 

translacional para humanos, o mesmo deva minimamente mimetizar os achados em humanos, 

em que as taxas de gestação e nascidos vivos após transferência de embriões provenientes de 

oócitos frescos e vitrificados/aquecidos é similar, especialmente em mulheres jovens (RIENZI 

et al., 2017), a combinação das técnicas de vitrificação/aquecimento, PZD e FIV em murinos 

não parece ser adequada. Como apontado acima, é necessário avaliar se com a utilização da 

ICSI, ao invés da FIV após PZD, as taxas de nascidos vivos no grupo Vitrificado se tornariam 

similares as do grupo FIV Fresco. Caso isto ocorra, o modelo terá potencial translacional, o que 

merece ser avaliado em estudos futuros. 

Apesar dos avanços trazidos pelo nosso estudo e da vasta utilização do modelo murino 

em protocolos de reprodução assistida é importante ressaltar que este é um modelo experimental 

com comportamento e metabolismo próprios e dados translacionais devem ser interpretados 

com cautela. 
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6 CONCLUSÕES 
 
 

Esse é o primeiro estudo com monitoramento longitudinal de PAS, variáveis metabólicas 

laboratoriais (níveis séricos de glicose, colesterol total e triglicérides) e clínicas (ganho de peso, 

gordura abdominal e músculo gastrocnêmio) na prole adulta de camundongos, machos e 

fêmeas, concebidos após estimulação ovariana seguida de fertilização in vivo e estimulação 

ovariana seguida de FIV.  

A prole adulta obtida com o auxílio de técnicas de reprodução assistida apresentou 

aumento do peso corporal e alterações nos níveis séricos de glicose, colesterol total e 

triglicérides. Os machos do grupo FIV Fresco apresentaram maiores valores de PAS quando 

comparados aos grupos Natural e Estimulado. Os machos do grupo Estimulado apresentaram 

maior peso da gordura abdominal do que o grupo Natural. Enquanto as fêmeas do grupo 

Estimulado possuíam peso da gordura abdominal maior que as fêmeas dos grupos Natural e 

FIV Fresco. Em conjunto, nossos achados sugerem que a prole oriunda de estímulo ovariano 

associado ou não a FIV possa apresentar fatores de risco para doenças cardiovasculares, o que 

precisa ser melhor investigado em estudos futuros. Esse estudo sugere que o estímulo ovariano 

e a FIV podem promover modificações embrionárias passíveis de favorecer alterações 

metabólicas na idade adulta. Além disso, destacamos a necessidade de monitoramento 

longitudinal e sexo específico dos indivíduos concebidos com o auxílio de técnicas de 

reprodução assistida. 

Os resultados de nosso trabalho podem estimular futuras pesquisas que visem 

compreender os mecanismos envolvidos nas alterações aqui observadas e estimular a 

otimização dos protocolos de estimulação ovariana e das técnicas utilizadas nos laboratórios de 

reprodução assistida visando minimizar potenciais impactos deletérios na prole. Esperamos que 

estes achados incentivem estudos de base populacional a investigar a saúde da prole proveniente 

de reprodução assistida a partir da terceira década de vida.   

Por fim, observamos que a combinação das técnicas de vitrificação/aquecimento 

oocitário, PZD e FIV não apresentou taxas de gestação e nascidos vivos satisfatórias. Portanto, 

a obtenção de prole murina utilizando a combinação dessas técnicas não parece ser eficiente, 

de modo que o modelo aqui avaliado não se mostrou um adequado modelo translacional para 

investigação do impacto da vitrificação oocitária na prole.  
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ANEXO B 
 

Produção relacionada a tese – Publicada 
 

 


