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ABSTRACT

A simple equipment for egg micromanipulation is
described. It allows precise and vibrationless movement in
X, Y and Z directions. Movements are done through a hidrau
lic systems which were made using inexpensive materials as
plastic or glass hypodermic syringe.

Mouse embryos were bisected without further diffi
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INTRODUGAO

Na historia da genetica animal, YEAPE (3, trabe

lnando com coelhos, realizou a primeira transferencia de em

m

bridoes em mamiferos. A partir dai, foram necessarias sei
decadas para se obter o primeiro bovino oriundc da transfe

réencia de embriac, o que ocorreu em 1951 (HEYMAN & VINCENT,
4).

A partir desses fatos, coube a diversos pesquisa-
dores complementarem a histéria, como NIBART & BOUYSSOU
(10), que realizaram a transferencia de embrioes de vacas
superovuladas, BRACKETT (1) e SUGARAWA ET AL (13), autores
das primeiras fecundagoes "in vitro", WILLADSEN (15) e OZIL
(11), que desenvolveram as primeiras técnicas de microcirur
gia em embrioes. A sexagem atraves do estudo do cariétipo

feci obtida por POPESCU & CRIBIU (12) e por KING (5). A in-
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troducac de genes em embrioes foi idealizada por GORDON (2
e a producao de clones foi iniciada por TARKOWSKI (14), Se
guido por MOORE & ROWSON (9) e MODLINSKY (8) e a producac
de quimeras realizadas por LU & MARKERT (7).

Com o desenvolvimento dessas técnicas, paralela-
mente foram criados instrumentos, que culminaram com os mo
dernos micromanipuladores, pipetas de fixacao de embrioces,
pipetas de transferencia de células embrionarias, microaspi
radores e etc., de tal forma gue hoje vemos micromanipulado
res equipados com sensiveis motores de passo, manipulacéc
hidraulica e outros sistemas, que atendem & precisao e sua-
vidade dos movimentos, quando realizados sob grandes aumen-
tos.

A micromanipulagéo de embrioes exige esses apare
lhos sofisticados para que possa ser realizada. Este fato

implica na importagéo de micromanipuladores, o que restrin

ge seu uso em pesquisa nas instituicoes e onera as firmas
que trabalham com transferencia de embrides - cujo objetivo
e a producao animal - ficando os produtores, que sao os

maiores interessados nessas tecnicas, a merce dos altos cus
tos.

O objetivo deste trabalho, realizado pela Unidade
de Apoio a Pesquisa e Desenvolvimento de Instrumentacgao
Agropecuéria (UAPDIA) e a Unidade de Execucgao de Pesquisas
de Ambito Estadual (UEPAE) de Sao Carlos, foi desenvolver
um micromanipulador simples, de baixo custo, feito com mate
rial encontrado no mercado, de forma a minimizar os custos

dessa aparelhagem e torna-la mais acessivel.

MATERIAIS E METODOS

Para se obterem os movimentos do manipulador no
plano horizontal, nos eixos X e Y, construiu-se uma base
circular de aluminio, medindo 70 mm de diametro por 10 mm

de altura. Uma haste de aluminio, medindo @ 10 mm X 220 me
rosqueada a base, serve para fixar, na altura desejada, o
‘conjuntc gque contém uma seringa hipodérmica de 10ml, a qual
tem preso,é base do émbolo, 0 conjunto da haste manipulado-
ra. A haste e articulada na base e no meio, mede 140 mm, e
na extremidade sao colocados suportes para a fixacao da lé
mina de corte ou da micropipeta.

Para movimentar o embolo da seringa que ira permi

tir os movimentos no plano vertical (eixo Z), esta e conec
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tada, por manguito de plastico, a uma seringsa hipodermice

de plastico de 3 ml, que movimentara o conjunto, preenchidc

com olec ou égua. A seringa de 3 ml tem o seu embolo lubri-

ficado com graxa de silicone e movimentado por

de rosca de 18 e 36 fios por polegada, gue permite os

sistemas

movi

mentos macro e micro (Fig. 1).
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Fig. 1 - Seringa com o comando macro e micro.

Dois conjuntos manipuladores sao fixados a mesa

de manipulacaoc, feita em vidro de 5 mm, medindo 300mm x 510

mm. As bases de aluminio dos manipuladores sao untadas com

graxa de silicone grossa e aderem perfeitamente ao vidro,

permitindo os movimentos do conjunto no plano horizontal,

nos eixos X, Y e suas variaveis (Fig. 2).

E O conjunto da Seéringa de 3 ml é fixado em base me
talica, fora da mesa manipuladora, para nao transferir '~;
bracoes a esta. -

. O sistema de aspiracao bara as micropipetas con-
Siste de seringa de plastico de 3 ml, com embolo lubrifica
?o Com graxa de silicone e movimentado por sistema de rosc;
de 44 fios por polegada. Esta seringa e conectada a micro
pipeta por manguito pléstico e fixada a base destinada é:

outras seringas.
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Fig. 2 - Esquema do micromanipulador.

Os testes de aplicabilidade deste aparelho foram

realizados com embrioes de camundongas, medindo aproximada-

mente 80 micras. Consistiu da verificacao da suavidade de
movimentos sob lupa, fixacao dos embrioes nas micropipelas,
deslocamento para posicionamento de corte e bipartigéo dos

mesmos. O conjunto pode ser visualizado na foto:
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os manipuladores fixados a mesa de vidro, com
suas bases untadas com graxa de silicone grossa, devido a
perfeita aderencia das superficies nao permitem a movimenta
gao brusca do conjunto. Com isto, os movimentos, tanto da
micropipeta como da lamina de corte no plano horizontal,
gquando observados sob a lupa, mostram-se suaves.

O movimento executado no planc vertical pelo émbg

lo da seringa de 10 ml, comandadc pelo sistema hidraulico

atraves da seringa de 3 ml - que tem seus movimentos reduzi
dos pelo sistema de parafusos com roscas grossas e finas -
permite posicionar a haste com a micropipeta ou com a lémg
na, controlando-se a altura desejada de forma delicada, o
que e desejével, guando feito sob grandes aumentos, que ten
dem a exacerbar esses movimentcs, Lin (6).

A conjugacéo dos movimentos no plano horizontal X
e Y possibilita posicionar os manipuladores em diversos an-

gulos, obtendo-se com isto a facilidade da movimentacao

Q.

a
da com a manipulaqéo deo eixo vertical,

ga
permite fixar o embriao em.sua extremidade.
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0 sistema de aspiracac com seringa de 3 =i, ===
mandadc por parafusos de rosca fina, confere a pip==e & £=¢
priedade de aspirar e fixar o embriac a sua extremiczzs.
sem ferir a membrana pelucida, o que & indispensavel carz -
exito da manipulacac.

Todos esses mecanismos, que tem como objetive z
fixagéo do embriéo, permitiram que a lamina de corte acccla
da ao manipulador fizesse a bipartigéo dos mesmos, possibi-
li tando concluir que o sistema pode atender as necessidades

ccntidas na micromanipulacgao de embrioces.
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