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RESUMO

Os eventos experimentados pelo embrido durante o periodo pré-implantacional
sd0 muito importantes e susceptiveis, uma vez que podem afetar o processo de
implantagéo e, consequentemente, o desenvolvimento gestacional. Diversos estudos
tém sido realizados em meio de cultivo para analisar os fatores e condicdes
associados a estes eventos na tentativa de aumentar as taxas de producdo de
blastocistos e a qualidade dos embrifes. Os sistemas e condi¢fes fisico-quimicas
empregados durante o co-cultivo buscam simular as condi¢des encontradas no
ambiente materno, mediante o conhecimento de que as células epiteliais e
mesenquimais do trato reprodutivo da fémea possuem a capacidade de secretar
diversas substancias. E também reconhecido que o uso convencional do Soro Fetal
Bovino (SFB) resulta em taxas de producgéo de blastocistos mais baixas (cerca de 30
a 50%) comparado a producédo de embrides in vivo (cerca de 70%), lembrando que o
seu papel sobre o desenvolvimento embrionario pré-implantacional permanece
indefinido. Desta forma, a proposta do presente estudo serd apresentar uma breve
revisao de literatura sobre os efeitos de diferentes sistemas de cultivo e condigbes

fisico-quimicas sobre o0 processo de desenvolvimento embrionario pré-implantacional.

Palavras-chave: pré-implantacional, embrido, bovino, cultivo in vitro, sistemas de

cultivo, condicdes fisico-quimicas.



ABSTRACT

The events experienced by the embryo during the pre-implantation period are very
important and susceptible, since they can affect the implantation process and,
consequently, the gestational development. Several studies on the conditions
associated with these events were performed in the attempt to increase blastocysts
rates and embryo quality. The systems and physical-chemical conditions employed
during co-cultivation seek to simulate the conditions found in the maternal
environment, through the knowledge that epithelial and mesenchymal cells of the
female's reproductive tract have the ability to secrete various substances. It is also
recognized that the conventional use of Bovine Fetal Serum (BFS) results in lower
production rates of blastocysts (about 30 to 50%) compared to embryo production in
vivo (about 70%), noting that its role in pre-implantation embryonic development is still
indefinite. In this way, a proposal of this study is to review the in vitro systems and
physical-chemical conditions on the process of pre-implantation embryonic

development.

Keywords: pre-implantation, embryo, bovine, in vitro culture, culture systems, physical-

chemical conditions.



1. INTRODUCAO

A fecundacao do odcito pelo espermatozoide, com conseguinte unido dos pro-
ndcleos materno e paterno, resulta na formacao do zigoto, o qual dirige-se através do
oviduto em direcdo ao utero, a fim de que ocorra a implantacdo embrionéria no
endométrio. Portanto, o desenvolvimento pré-implantacional compreende o periodo
em que o embrido, formado no oviduto, percorre o caminho em direcdo ao Utero para
implantar-se no endométrio, a fim de viabilizar o desenvolvimento e crescimento
embrionério e fetal. Consequentemente, neste periodo, a sucessdo dos eventos
experimentados pelo embrido é de suma importancia, uma vez que podem afetar o
processo de implantagéo e consequente desenvolvimento gestacional (GANDOLFI et
al. 1993).

Nesta linha de investigagcédo, diversos estudos tem sido realizados com o
objetivo de elucidar os fatores e moléculas envolvidos no processo de
desenvolvimento embrionério, bem como os seus efeitos sobre a producdo de
blastocistos produzidos in vitro. Uma variedade de sistemas e procedimentos de
cultivo tém-se estabelecido e sédo criados na tentativa propiciar um ambiente in vitro
adequado ao desenvolvimento embrionario. O uso de sistemas convencionais para
producgéo in vitro de embrides (PIVE) bovinos necessita ser melhorado, devido a
reduzida producdo de blastocistos (cerca de 35 a 50%) comparado aos indices
observados in vivo (cerca de 70%) (RIZOS et al. 2002).

Portanto, o entendimento dos fatores que controlam o desenvolvimento
embrionario pré-implantacional € de extrema relevancia teérico-pratica, pois permite
ampliar os conhecimentos sobre os mecanismos fisiol6gicos e bioquimicos envolvidos
na passagem do embrido através do oviduto, além de potencializar a fertilidade de
animais de interesse na pecuéria, mediante o uso de biotécnicas reprodutivas (ex:
PIVE). Vale destacar a importancia de se aprimorar a qualidade e producéo
embrionaria, bem como a contribuicdo do modelo animal bovino como uma potencial
estratégia para o estudo da fisiologia reprodutiva humana (MENEZO et al. 2000).

Assim, o0 objetivo deste estudo sera apresentar uma breve revisao de
literatura sobre os efeitos de diferentes sistemas de cultivo e condi¢des fisico-

guimicas utilizados na pratica laboratorial da PIVE.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 DESENVOLVIMENTO PRE-IMPLANTACIONAL DE EMBRIOES BOVINOS

O periodo pos-fertilizacdo tem um grande impacto, principalmente sobre a
qualidade do blastocisto (RIZOS et al. 2002). Varios sdo os eventos importantes que
ocorrem durante a passagem do embrido no oviduto. Entre eles estdo: 1) as primeiras
clivagens, consideradas como indicadores do desenvolvimento potencial subsequente
(LONERGAN et al. 1999a), 2) ativacao da transcricdo do genoma embrionario durante
0 estagio de 8 a 16 células (4° ciclo celular de divisdo), no qual ha a alteracdo do
controle gendmico materno para regulacdo das proteinas sintetizadas pelo embriao
(BARNES e EYESTONE, 1990), 3) compactacdo da moérula, estabelecendo-se o
contato célula-célula entre os blastdmeros e 4) a formacé&o do blastocisto, envolvendo
a formacéo dos dois principais tipos celulares do embrido, o trofectoderma e a massa
celular interna (GANDOLFI et al. 1993).

Durante o periodo pré-implantacional ocorrem diversas altera¢cdes morfoldgicas
no embrido in vivo, incluindo a primeira clivagem, que se caracteriza pela divisdo dos
blastbmeros — unidade celular resultante da divisdo das células embrionarias -, no
periodo de 24-36 horas poés-inseminacao (hpi). Sucessivamente, as divises
conseguintes levam a formacgédo da morula - estrutura formada por 32 blastdmeros no
periodo de 72-120 hpi. Durante seu processo de compactacdo, a mérula compacta
adquire cerca de 32-64 células, e neste momento os blastdbmeros mantém-se ainda
totipotentes. Segue-se o surgimento do blastocisto inicial apés aproximadamente 68
hpi, com 100-200 células, podendo ser visualizado a diferenciacéo entre a porcéo de
células que forma o trofectoderma (TE) e a porcao que forma a massa celular interna
(MCI). O TE é formado por células ja diferenciadas, que compde um epitélio de
transporte responséavel pelo crescimento da blastocele e pela formacao das células
que irdo permitir implantacdo do embrido na cavidade uterina. A MCI, por sua vez,
levard a formagdo do embrido e posteriormente ao feto. O blastocisto possui um
namero de células semelhantes ao blastocisto inicial, no entanto, neste momento, a
diferenciacéo entre a MCI e TE é mais facilmente visualizada. O blastocisto continua
crescendo e transforma-se no blastocisto expandido, com mais de 200 células. O
diametro maior € ocasionado pelo aumento de volume dentro da blastocele, o que

acaba levando a ruptura da zona pelucida (ZP) e, assim, a formacao do blastocisto
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eclodido, o qual ndo apresenta ZP e contém cerca de 200-800 células (SENGER,
2003).

Portanto, os procedimentos e biotécnicas de PIVE devem assegurar a
sincronizacao entre o estagio embrionario e a composi¢cdo do meio de acordo com
local de desenvolvimento, a fim de promover o crescimento pré-implantacional
(GANDOLFI et al. 1993). De maneira geral, o potencial de desenvolvimento
embrionario é sobretudo influenciado e determinado pelas condi¢cbes de cultivo,
podendo também relacionar-se a qualidade dos gametas envolvidos, com maior
destaque ao od0cito, e pela cinética das primeiras clivagens. Referente as condi¢cdes
de cultivo, comparando-se os embrides produzidos in vitro com aqueles produzido in
Vivo, 0s embrides in vitro apresentam uma qualidade muito inferior (RIZOS et al. 2002).
Isto é evidenciado pelas diferencas morfolégicas, metabdlicas, grau de fragmentacao
dos blastdmeros, diferencas no numero total de células, no nimero de células
apoptoéticas e na proporcdo MCI:TE, na criotolerancia, na expressao relativa de
transcritos, além no tempo para atingir os estagio de desenvolvimento. Sendo assim,
estes parametros podem ser considerados marcadores da qualidade embrionaria,
fornecendo uma visdo mais completa dos processos celulares e moleculares
relacionados as altera¢des da composicao dos diferentes meios (RIZOS et al. 2002).

Além dessas caracteristicas diferenciais entre os embrides produzidos in vivo
e aqueles produzidos in vitro, € reconhecido dentre as biotécnicas de producédo de
embrides in vitro, que o desenvolvimento embriondrio bovino é bloqueado entre o
estagio de 8-16 células (CAMOUS et al. 1984), fato este que ndo ocorre durante o
desenvolvimento in vivo. E importante evidenciar que esta parada no desenvolvimento
€ concomitante com a alteracdo do controle genémico materno para o embrionario, o
gue permite inferir que as condicdes e 0s meios de cultivo tradicionalmente utilizados
séo deficientes e escassos em moléculas relacionadas a ativagéo transcricional do
embrido. Sem a ativacdo da expressdo génica embrionaria ndo ocorre as divisées
mitéticas dos blastbmeros (BARNES e EYSTONE, 1990).
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2.2 SISTEMAS DE CULTIVO EMBRIONARIO

2.2.1 MEIO DE CULTIVO QUIMICAMENTE INDEFINIDO

Os meios de cultivo que apresentam componentes nao identificados e/ou em
concentracbes desconhecidas sdo chamados de Meios Quimicamente Indefinidos.
Este é o caso dos meios que utilizam soro fetal bovino (SFB) e/ou albumina sérica
(REHMAN et al. 2001). Esta indefini¢cdo relaciona-se a grande variabilidade biol6gica
(entre os diversos tipos de moléculas e suas concentracdes) encontrada dentre os
lotes produzidos destes meios, uma vez que apresentam uma mistura de soro
proveniente de diferentes animais e, também, pelo fato de apresentarem alto risco de
transmissao de agentes infecciosos e possibilidade da presenca de contaminantes
(BAVISTER, 1995).

O SFB é obtido da parte liquida apds a coagulacdo sangue de fetos bovinos,
contendo muitos constituintes como proteinas, aminoacidos, hormdonios, fatores de
crescimento, citocinas, vitaminas, quelantes. A mais abundante molécula presente
neste meio € a albumina sérica bovina (do inglés: bovine serum albumin; BSA). Dentre
as suas principais funcdes, incluem: 1) papel nutricional como fonte proteica, 2)
controle do pH, 3) quelantes de metais pesados, e 4) apresenta propriedade
surfactante, impedindo a ligac&o inespecifica dos embribes as placas de cultivo (de
vidro ou plastico). Embora seja realizado o isolamento da BSA para a sua posterior
utilizacdo na producdo de embrides, ela ainda apresenta alto risco de contaminacao,
tanto por patdégenos ou outras moléculas, como pela alta variabilidade em sua
concentracdo e/ou natureza. Assim, meios com BSA também tem sido considerados
guimicamente indefinidos (PINYOPUMMINTR e BAVISTER, 1994).

O SFB ou BSA sao as fontes proteicas mais utilizadas como suplemento do
meio de cultura para a PIVE. Embora seja um sistema de cultivo com taxas
significativas de blastocistos produzidos, o0 SFB tem seu papel ndo muito determinado.
Sugere-se que apresente em sua composi¢ao: 1) fatores embriotroficos, como fatores
de crescimento e nutrientes essenciais para o crescimento do embrido e, 2) fatores
qgue inibam a destruicdo embrionaria, protegendo os embrides dos efeitos deletérios
dos metais pesados e das espécies reativas de oxigénio (ERO), ou de outros
componentes prejudiciais (BAVISTER, 1995).
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Pinyopummintr e Bavister (1991) defenderam a ideia de que o SFB apresenta
um efeito bifsico: quando adicionado ao meio de cultivo, a presen¢a do soro no
estagio inicial de desenvolvimento, pode impedir as primeiras clivagens e, em seguida,
promover e acelerar o desenvolvimento do embrido ao estagio de morula e blastocisto.
Portanto, a suplementacdo com soro tem-se tornado mais efetiva quando adicionado
antes do estagio de 8-16 células, resultando no aumento das taxas de blastocistos e
blastocistos com maior numero de células. Além disso, o SFB acelera o aparecimento
de blastocistos, comparado aos meios de cultivo livre se soro (BAVISTER et al. 1992;
LIM et al. 1994; PINYOPUMMINTR e BAVISTER, 1994; BAVISTER, 1995;
LANGENDONCKT et al. 1997).

Embora apresente taxas de producdo superiores em relagcdo aos demais
sistemas de cultivo, sdo muitas as desvantagens da suplementac¢ao do soro nos meios
de cultivo. Uma delas, anteriormente apresentada, € que a sua composi¢cao €
altamente indefinida e variavel de um lote a outro e entre os diferentes fornecedores,
impedindo assim a reprodutibilidade das proporcfes de blastocistos produzidos
(BAVISTER, 1995). Além disso, existe uma alta possibilidade de contaminacdo do
meio por patégenos. Outros estudos demostram que a exposicdo prolongada dos
embrides ao soro podem afetar grandemente a morfologia, a ultraestrutura e a
bioquimica embrionarias (ABE et al. 1999). Pode também estar relacionado com o
aumento de peso do feto ao nascimento — Sindrome do Bezerro Gigante — e a outros
problemas, resultando em maiores taxas de mortalidade (WALKER et al. 1996). Rizos
et al. (2003) demostraram que a retirada do soro pode aumentar a criotolerancia, além
de alterar perfis de transcritos relacionados ao desenvolvimento, como por exemplo,
a expressdo aumentada de Bax na presenca de soro. O Bax é um transcrito
relacionado a apoptose que serve como um marcador da qualidade embrionaria, que

neste caso, demostra a qualidade inferior dos blastocistos suplementados.

2.2.2 MEIO DE CULTIVO QUIMICAMENTE SEMI-DEFINIDO

Este tipo de meio diferencia-se dos meios de cultivo quimicamente indefinidos,
por fornecer a suplementacdo de soro e/ou BSA em estagios mais tardios do
desenvolvimento. Produzem taxas de blastocistos superiores aquelas produzidas nos
meios de cultivo quimicamente definidos, provavelmente pela adicdo de soro durante

0s estagio de desenvolvimento mais propicios para a estimulagéo (ap0s estagio de 8-
12



16 células) (TAKAGI et al. 1991; KIM et al. 1993; LIM et al. 1994; CAROLAN et al.
1995; KRISHER et al. 1999).

2.2.3 MEIO DE CULTIVO QUIMICAMENTE DEFINIDO

Também conhecidas como meio livre se soro, sdo definidos como meios de
composi¢do quimica conhecida (REHMAN et al. 2001). Foram criados a partir da
tentativa de elucidar os mecanismos regulatorios entre o intercurso células-embrido,
tanto pelas células provenientes do co-cultivo, como pelo ambiente materno. Portanto,
este tipo de meio é principalmente empregado para a determinacdo das reacdes
bioquimicas e das atividade funcionais das moléculas adicionadas, além de permitir
inferir sobre o seu papel no desenvolvimento embrionario (CAROLAN et al. 1995;
THOMPSON, 2000). Lembrando que essas moléculas podem também suplementar
meios quimicamente indefinidos ou semi-definidos (meios com soro e/ou BSA).

Diferentemente dos meios suplementados com soro, 0S meios quimicamente
definidos reduzem a variabilidade dos resultados e das taxas de blastocistos obtidas
entre os diferentes laboratérios de PIVE (CAROLAN et al. 1995; WRENZYCKI et al.
2001). Algumas limitagbes do uso desse tipo de meio, incluem: 1) desconhecimento
das origens das substancias exdégenas e suas respectivas diferencas funcionais e
estruturais com a molécula nativa (por exemplo, meia-vida) e 2) desconhecimento do
momento de seu surgimento e de sua concentracdo fisioldgica dentro da matriz
extracelular do oviduto (YANG et al. 1993).

Os componentes incluidos neste tipo de meio podem ser de diferentes

categorias bioguimicas, conforme a sequir:

— PROTEINAS

Na tentativa de diminuir ou eliminar a suplementacdo com SFB e/ou BSA,
diversas proteinas (semissintéticas ou sintéticas), de estrutura e concentracao
conhecidas, sao utilizadas nos meios de cultivo. A principal escolha tem sido o alcool
polivinilico (do inglés: polyvinyl alcohol; PVA) um polimero sintético hidrossoluvel que
apresenta-se como surfactante, assim como a albumina, impedindo a ligacao
inespecifica dos embrides a artefatos (THOMPSON, 2000).
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Entretanto, o PVA quando adicionado ao meio de cultivo definido, resulta em
menores taxas de blastocistos, que apresentam menor nimero de células, comparado
ao uso do BSA ou soro (ECKERT e NIEMANN, 1995; KESKINTEPE e BRACKETT,
1996; LONERGAN et al. 1999b). Isto pode ser devido as diferengas na absorcéo por
pinocitose das duas moléculas, uma vez que a sintese proteica é necessaria para o
processo de proliferagdo celular dos blastomeros. Em suma, o uso do PVA significa
menores taxas de blastocistos, menor capacidade metabdlica, menor conteludo
proteico e criotolerancia reduzida, comparado ao BSA. Isso porque o PVA nao é capaz
de fornecer fatores de crescimento e nutrientes ao embrido e nem é capaz de ligar-se
aos metais pesados como o0 BSA (THOMPSON, 2000).

Lane et al. (2003) incluiram no meio de cultivo a albumina recombinante, uma
versdo da albumina altamente purificada, sem a presenca de potenciais
contaminantes e sem outras moléculas desconhecidas (diferentemente do BSA) e
também de &cido hialurénico, um glicosaminoglicano. Os autores demonstraram que
os blastocistos formados nesse meio continham o numero de células, o
desenvolvimento da MCI, o metabolismo e os niveis de sintese proteica semelhantes
aqueles obtidos com o uso do BSA. Adicionalmente, o nimero de embrides que
retomaram o crescimento apds a criopreservacdo no grupo com a albumina
recombinante e acido hialurénico foi maior do que no grupo com BSA. No entanto, o
namero de blastocistos expandidos foi menor quando comparado hovamente ao grupo
de BSA (LANE et al. 2003). O beneficio da adicédo do acido hialurénico na implantacdo
pode estar relacionado a capacidade desta molécula em formar uma camada
imunogénica protetiva ao redor do embrido, além de aumentar a angiogénese,
importante para a difusdo de nutrientes e metabdlitos entre o ambiente materno e o
feto (GARDNER e LANE, 1998).

— CARBOIDRATOS
Os carboidratos sdo biomoléculas compostas principalmente por carbono,
hidrogénio e oxigénio, responsaveis por fornecer energia (Adenosina trifosfato, ATP)

as ceélulas. Os principais substratos energéticos envolvidos na nutricdo do embrido

sdo: carboidratos (ex: glicose), piruvato e lactato. Portanto, a atividade metabdlica
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pode ser obtida através da quantificacdo do consumo de substratos (THOMPSON,
1996; THOMPSON, 2000).

De maneira geral, a energia para a formacao do embrido até o estagio de pre-
compactacdo da morula é proveniente das moléculas de ATP geradas por meio da
fosforilagcdo oxidativa, sendo, portanto, oxidado piruvato e lactato durante este estagio.
Com o inicio da compactacéo e blastulacdo, devido ao aumento das necessidades
energéticas requerido para a cavitacao da blastocele, a glicose € utilizada em maiores
proporcdes, sendo metabolizada através da via glicolitica. Isto significa que até 72 a
96 hpi dispensa-se a suplementacao de glicose. O consumo de piruvato continua a
aumentar apés a formacéo da morula, indicando assim que o metabolismo oxidativo
tem um importante papel na formacdo de blastocistos (PINYOPUMMINTR e
BAVISTER 1991; KIM et al. 1993; GARDNER e LANE, 1998; KRISHER et al. 1999;
THOMPSON, 2000).

Tem sido demonstrado que na auséncia de glicose, a adicao de lactato ou
piruvato durante estagios iniciais melhorou o desenvolvimento e permitiu a formacao
de embrides de mais de 8-células (KIM et al. 1993). Evidenciou-se também a
inabilidade da glicose, adicionada isoladamente ou em conjunto com o lactato e
piruvato, em manter o desenvolvimento de zigotos ao estagio de 8-16 células e de
moérulas (TAKAHASHI e FIRST, 1992; KIM et al. 1993; KRISHER et al. 1999). Esta
inibicdo, provocada pela presenca de glicose e/ou auséncia de lactato e piruvato,
pode, por conseguinte, estar vinculada ao blogueio do desenvolvimento no estagio de
8-16 células (KIM et al. 1993). Adicionada com o fosfato, a glicose pode apresentar
este mesmo efeito de inibicdo, levando ao bloqueio do estagio 8-16 células
(PINYOPUMMINTR e BAVISTER, 1991).

Portanto, os estudos supracitados sugerem que diferentes substratos séo
utilizados em diferentes estagios de desenvolvimento, de acordo com as diferentes
necessidades do embrido. Estas alteragbes tem importancia fisiologica, quando
consideramos que ha alteracdes das vias de metabolismo, dependendo do local que
se encontra o embrido (GARDNER e LANE, 1997).
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— LIPIDEOS E ACIDOS GRAXOS

As necessidades energéticas dos embrides bovinos parecem estar apenas
associadas ao metabolismo energético dos carboidratos. Por isso, SG0 poucos 0S
estudos que investigaram a incluséo de lipideos e &cidos graxos no meio de cultivo,
embora as secrecdes e fluidos do trato reprodutivo das fémeas contenham varias
dessas moléculas (THOMPSON, 1996). O que se tem conhecimento sobre os lipideos
€ que os embrides produzidos in vitro apresentam diferencas ultraestruturas
relacionado ao conteudo de lipideos, comparado aos embriées produzidos in vivo. Em
embrides produzidos in vitro ha um maior acumulo de gotas lipidicas no citoplasma e
isso se da pela insuficiéncia do metabolismo energético pela mitocondria. Essas gotas
citoplasmaticas estao relacionadas com menor criotolerancia dos embrides in vitro
(ABE et al. 1999).

- AMINOACIDOS E VITAMINAS

Os aminoé&cidos sao moléculas fundamentais para a formacgéo de polipeptidios
e proteinas. J& as vitaminas s@o coenzimas fundamentais do processo metabdlico de
carboidratos e de aminoacidos, funcionando como potentes antioxidantes e
protegendo as células da acdo dos ERO, os quais podem provocar a inativacdo de
enzimas e alteragbes nas membranas celulares e no DNA (GUERIN et al. 2001). A
adicdo dessas moléculas aos meios de cultivo de PIVE sao obtidos por dois tipos
principais de meios: Meio Basal de Eagle (do inglés: basal medium Eagle; BME) e
Meio Essencial Minimo (do inglés: minimal essential medium; MEM). Ambos contém
uma mistura de sais, aminodcidos (essenciais e nao essenciais) e vitaminas
essenciais ao crescimento e manutencao celular. A diferenca entre esses dois meios,
€ que o MEM apresenta mais componentes, atendendo a mais requisitos nutricionais
do que o BME (TAKAHASHI e FIRST, 1992).

Alguns estudos determinam que a adicdo desses meios ao cultivo influenciam
de maneira positiva o desenvolvimento embrionario inicial e a producao de moérulas,
além de aumentar o numero de células dos blastocistos, uma vez que as vitaminas
presentes no MEM n&o exercem efeito algum para esta condicdo (TAKAHASHI e
FIRST, 1992, GARDNER et al. 1994). Portanto, os aminoacidos atuam beneficamente
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durante o estagio de clivagem, sendo importante adiciond-los durante o inicio do
periodo de cultivo (GARDNER e LANE, 1998).

Sabe-se que a MCl e o TE requerem diferentes aminoacidos, sendo
evidenciado maior consumo de aminoacidos essenciais pela MCI e maior consumo
de aminoacidos nao essenciais e glutamina pelo TE (GARNER e LANE, 1998).

A vitamina E, ou também denominada de a-tocoferol, € um antioxidante
lipossoluvel, que protege os acidos graxos poli-insaturados das membranas celulares
da ocorréncia de peroxidacgdo lipidica, promovida pelas ERO (GUERIN et al. 2001).
Tem sido demonstrado que a adigdo dessa vitamina ao meio de cultivo aumenta o
namero de blastocistos expandidos e proporciona aumento do tamanho dos embrides
transferidos e coletados, comparado ao grupo controle (sem vitamina E) (OLSON e
SEIDEL, 2000). Portanto, os autores sugerem um efeito protetivo dessa molécula.

A glutationa é um antioxidante hidrossoltvel que, em sua forma reduzida (GSH)
também promove protecéo contra os radicais superéxido e hidroxila, além de catalisar
a reacao de reducgéo da H20z2, levando a formacao de H20. A GSH pode melhorar as
condicbes de desenvolvimento, principalmente 144 hpi. Além disso, a adicéo
simultanea de GSH com superéxido dismutase (SOD), outro antioxidante, resulta no
aumento da quantidade de morulas e blastocistos (LUVONI et al. 1996).

N&o se sabe ao certo o mecanismo pelo qual os aminoacidos e as vitaminas
melhoram as condicbes de desenvolvimento embrionario. Sugere-se que a
suplementacdo com aminoacidos exdgenos pode aumentar a proporcdo de
aminoacidos enddgenos, favorecendo assim a sintese proteica - necessaria para a
proliferacéao celular (TAKAHASHI e FIRST, 1992).

E importante ressaltar que o metabolismo dos aminoacidos leva a formacéo de
ions aménio, sendo estes metabdlicos prejudiciais ao desenvolvimento embrionario
(GARDNER et al. 1994), principalmente no que se refere a Sindrome do Bezerro
Gigante. Por isso, é importante, quando na utilizacdo de MEM ou BME, realizar-se
trocas de meio durante o cultivo ou adicionar vitaminas/antioxidantes que inibam as
ERO e espécies reativas de nitrogénio (GARDNER et al. 1994).
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— FATORES DE CRESCIEMENTO, CITOCINAS E MATRIX EXTRACELULAR

Os fatores de crescimento e as citocinas sdo, em sua grande maioria,
polipeptidios responsaveis pela comunicagcao entre as células. As acfes dos fatores
de crescimento e citocinas incluem efeitos diretos no desenvolvimento do embrido,
aumentando a proliferacdo e diferenciacdo celular, além de exercer influéncias no
ambiente uterino. Portanto, atuam de duas maneiras: autécrina e/ou paracrina
(WATSON et al. 1992).

As células epiteliais e mesenquimais do oviduto secretam diversas substancias,
como citocinas, hormonios e fatores de crescimento para a matriz extracelular — local
de passagem do embrido. Os embrides, por sua vez, também sdo responsaveis por
secretar diversos fatores e apresentam varios dos seus receptores (WATSON et al.
1992). Dentre os fatores de crescimento, incluem: o fator de crescimento epidermal
(EGF), o fator de crescimento de fibroblasto (FGF), o fator transformante de
crescimento alfa (TGF-a), o fator transformante de crescimento beta (TGF- 8), o fator
de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-I), o fator de crescimento derivado
de plaqueta (PDGF), dentre outros (LARSON et al. 1992a; LARSON et al. 1992b;
YANG et al. 1993; THIBODEAUX et al. 1993; , LEE e FUKUI, 1995; MATSUI et al.
1995; LONERGAN et al. 1996). Portanto, muitos desses fatores estdo envolvidos na
regulacdo promovida pelas células epiteliais e, na tentativa de mimetizar as condicées
encontradas no trato reprodutivo da fémea, essas moléculas vém sendo incluidas nos
meios de cultivo.

Estas moléculas secretadas exercem seus efeitos biolégicos através da ligacdo
aos seus respectivos receptores, presentes principalmente na superficie celular de
embrides, levando a sinalizacéo celular de segundo mensageiros, com o consequente
aumento da sintese proteica e de acidos nucleicos (HILL, 1989). Por exemplo, o0 EGF
atua sobre seu receptor, presente na membrana plasméatica de embrides de roedores,
impulsionando a divisdo dos blastdmeros e assim a formacéo do blastocisto (WOOD
e KAYE, 1989). Uma caracteristica da secrecao dos fatores de crescimento e de seus
receptores € a expressao diferencial, conforme o estagio de desenvolvimento e a
espécie animal do embrido (HEYNER et al. 1993).

Com relagao ao EGF, poucos séo os trabalhos na literatura que relatam o seu

efeito sobre o cultivo quimicamente definido de embrides bovinos, sendo que a maioria
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dos estudos o relatam presente no SFB. Lonergan et al. (1996) relataram que, sobre
condi¢cdes de cultivo quimicamente definido, EGF pode estimular a eclosao dos
blastocistos, pelo aumento do acumulo de liquido na blastocele. Outros demonstraram
aumento nas taxas de desenvolvimento mais tardios (estagio de blastocisto), sem
aumento do numero de células dos blastocistos, quando o EGF foi adicionado ao
estagio de morula e/ou blastocistos iniciais (YANG et al. 1993). Além disso, a sua
ligacdo limita-se as células do trofectoderma, causando a proliferacdo desse tipo
celular (THIBODEAUX et al. 1993; LEE e FUKUI, 1995).

Similar ao EGF, o FGF também estimula a formacéo de blastocisto e 0 aumento
do nimero de células em estagios tardios (LEE e FUKUI, 1995). A adicdo de ambos
os fatores simultaneamente, EGF e FGF estimulam sinergicamente o
desenvolvimento de morulas e blastocistos iniciais, possuindo efeito mitdgeno sobre
as células embrionarias. Lembrando que esta estimulagéo s6 é evidenciada quando
hé condi¢bes de cultivo isolado de embrifes e considerando também que as taxas de
blastocistos sdo menores, comparadas as obtidas com o uso do soro (LEE e FUKUI,
1995).

As diferentes moléculas de IGF estédo envolvidas na sintese de DNA. Matsui et
al. (1995) sugerem que a adicdo de IGF-I ao cultivo proporciona maior
desenvolvimento de moérulas. Outros indicam um efeito benéfico do IGF-I sobre o
desenvolvimento de blastocistos, aumentando também o numero de células
(SIRISATHIEN et al. 2003). Além disso, tem sido evidenciado que o IGF-I apresenta
uma funcéo anti-apoptética durante o desenvolvimento pré-implantacional (BYRNE et
al. 2002).

Com relacdo ao TGF-B, o fator pareceu nao ter efeito sobre a estimulacdo do
desenvolvimento, uma vez que o seu papel foi apenas vinculado ao aumento do
namero de receptores de EGF (KEEFER, 1992; FLOOD et al. 1993). No entanto, para
Yang et al. (1993), o TGF-B, na concentracao de 5ng/ml, estimulou o desenvolvimento
embrionério ao estagio de blastocisto. Adicionalmente, Marquant-Le et al. (1989)
verificou que o TGF-B provocou aumento no numero de células da MCI. O TGF-3
adicionado simultaneamente com FGF, estimulou o ativacdo do genoma embrionario,
resultando no aumento das taxas de blastocistos (LARSON et al. 1990; LARSON et
al. 1992a). A combinacao de TGF- e EGF promoveu aumento da taxa de blastocistos

eclodidos (KEEFER, 1992). J& com relacdo ao TGF-a, verificou-se um aumento no
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crescimento e no desenvolvimento de embrides de 16-células e um estimulo ao
processo de blastulacdo, tanto pela sua agéo isolada como pela acao sinérgica com
0 FGF. (LARSON et al. 1992a).

O PDGF apresentou aumento no numero de mérulas e blastocistos produzidos
sendo que as proporgdes obtidas de mérulas sdo semelhantes aquelas com o uso do
co-cultivo com células do oviduto (LARSON et al. 1992b; YANG et al. 1993;
THIBODEAUX et al. 1993). PDGF combinado com o IGF-I, podem influenciar o inicio
da expressdo génica embrionéaria, agindo sobre a etapa Go da 42 divisdo celular
(estdgio de 8 a 16 células), ativando protoncogenes que promovem a mitose dos
blastdmeros (LARSON et al. 1992b). E importante evidenciar também que, embrides
expostos de forma prolongada ao PDGF, podem ter seu desenvolvimento inibido
(LARSON et al. 1992b). Em acao conjunta com o TGF-B, Munson (1992) relatou que
h& sinergismo entre esses fatores para promover a proliferacdo das células
trofoblasticas e endometriais, resultando numa melhor qualidade e implantacéo
embrionaria.

A fibronectina, por sua vez, € uma glicoproteina soltvel, constituinte da matriz
extracelular, presente na superficie dos blastobmeros. A fibronectina é secretada pelo
ambiente materno e contribui para o desenvolvimento embrionério pré-implantacional.
De acordo com Larson et al. (1992c) estd molécula fornece suporte para o
desenvolvimento além do estagio de 8 a 16-células. No entanto, ndo fornece suporte
aos processos de compactacao e blastulacdo, apresentando taxas de blastocistos e
de prenhez menores. Foram obtidas taxas de embribes de 8 a 16 células em
proporcdes semelhantes aquelas produzidas pelo uso do co-cultivo com células do
oviduto (EYESTONE e FIRST, 1989).

Embora estes fatores estimulam o desenvolvimento, é importante notar que
resultam na formacéo de embrides em quantidade e qualidade inferiores, comparado
aqueles produzidos através do co-cultivo ou meio condicionado, ou com o uso do soro.
Isso se da pela falta de moléculas essenciais ao progresso da proliferacdo e
diferenciacdo celular. Outra caracteristica importante desses fatores € que eles
interagem entre si; portanto, deve-se considerar as relagbes entre as diferentes
moléculas no meio de cultivo (THOMPSON, 2000).
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2.2.4 MEIO SEQUENCIAL

Também conhecido como meio em duas-etapas, compreende a utilizagdo de
dois ou mais diferentes meios durante o periodo de cultivo. Com este sistema de
cultivo busca-se suprir as diferentes necessidades fisiologicas dos embriées em seus
diferentes estagios do desenvolvimento pré-implantacional, evitando assim o estresse
intracelular (GARDNER e LANE, 1997). Este tipo de meio foi criado na tentativa de
substituir meios simples como o MEM, os quais foram designados para o cultivo de
células somaticas e ndo para embrides em estagio inicial de desenvolvimento
(GARDNER e LANE, 1998; THOMPSON, 2000). Alguns autores consideram que o
meio de duas-etapas utiliza 0 mesmo tipo de meio para as duas fases; no entanto,
com a concentracg@es distintas de seus componentes, enquanto que o meio sequencial
utiliza dois diferentes tipos de meios para as diferentes etapas (FELMER et al. 2011).

Um dos sistemas mais utilizados € o meio sequencial G1.2/G2.2, livre de soro
e de células. Esse tipo de sistema sequencial € conhecido por proporcionar o
desenvolvimento de blastocistos em altas taxas, ndo s6 na espécie bovina, mas em
muitas outras, como na espécie humana, na qual € amplamente utilizado (LANE et al.
2003). Isso porque alcanca taxas de producdo de blastocisto semelhantes aquelas
com o uso de co-cultivo com células BRL, e um ndmero maior de células nos
blastocistos expandidos e também na MCI, devido a uma maior capacidade de
diferenciacdo celular, comparado ao mesmo tipo de co-cultivo. Além do mais,
diferentemente do que acontece no uso do soro, este tipo de meio sequencial fornece
aumento nas taxas de criosobrevivéncia e nas taxas de prenhez, permitindo que este
sistema de cultivo promova aumento tanto da qualidade como da viabilidade
embrionéaria (LANE et al. 2003).

O meio G1/G2 apresenta alteracdes nas concentracdes de carboidratos e de
aminoacidos em dois meios: G1 e G2. O meio G1 tem sua concentracdo de
carboidratos baseada na concentracdo encontradas no oviduto, com altas taxas de
lactato e piruvato. Também contém aminoacidos ndo-essenciais e a glutamina que
sdo reconhecidos por estimular a clivagem dos blastobmeros, além de apresentar o
EDTA, que promove a quelacao de cations divalentes, que sdo toéxicos para as células.
Portanto, o meio G1 permite que ocorra assim a clivagem do embrido. Por outro lado,
0 meio G2 promove a blastulagéo e a diferenciagao, apresentando a sua concentragéo

de carboidratos baseada naquela encontrada no utero, com maiores proporc¢des de
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glicose, além de aminoacidos essenciais e ndo essenciais (GARDNER e LANE, 1998;
THOMPSON, 2000). Nesta etapa, o EDTA nao € presente. Ambos 0s meio
apresentam soro em suas composicdes. Os resultados com esse tipo de meio tém
sido promissores, permitindo obter blastocistos com nimero maior de células da MCI,

e, assim, maiores taxas de implantacéo e de prenhez (GARDNER E LANE, 1998).

2.2.5 CO-CULTIVO COM CELULAS SOMATICAS

Na tentativa de aumentar a taxa de producéo e a qualidade de embrides, além
de suprimir a parada do desenvolvimento embrionario no estigio de 8 a 16 células
(bloqueio do 4° ciclo celular), uma alternativa para a producdo de embrides in vitro é
0 co-cultivo de embrides com células somaticas (REXROAD, 1989). Este tem sido o
sistema de cultivo que apresenta as mais elevadas taxas de producdo de embrides in
vitro (cerca de 25% a 40% de blastocistos produzidos), embora ainda menores
comparada as taxas de producao in vivo (cerca de 70%) (RIZOS et al. 2002). A fim de
mimetizar as condicbes encontradas no trato reprodutivo feminino, os embribes
estariam incluidos em um microambiente que simularia o ambiente materno,
assegurando assim a sincronizacao entre o estagio de desenvolvimento em que se
encontra o embrido e o seu local de desenvolvimento na estrutura reprodutiva da
fémea (GANDOLFI et al. 1993). Sao dois os principais tipos de co-cultivo: 1) em
monocamada e 2) adicdo de células sométicas em concentracfes definidas. E as
células ou linhagens celulares utilizadas para o co-cultivo podem ser classificadas em
trés categorias: 1) células provenientes do trato reprodutivo, 2) células provenientes
de tecidos néo reprodutivos e 3) vesiculas trofoblasticas (REHMAN et al. 2001).

Bavister (1992) estabeleceu duas funcdes principais das células somaticas
durante o co-cultivo: 1) possuem a capacidade de secretar diversas substancias
importantes, como nutrientes, substratos, citosinas, fatores de crescimento,
horménios e até mesmo microRNAs (inclusos nas microvesiculas exossomais),
fornecendo assim fatores paracrinos importantes para o desenvolvimento, e 2) podem
contribuir para a remocao de componentes toéxicos e ERO e para a inibicdo de enzimas
supressoras do desenvolvimento. Assim, as células somaticas permitem a
possibilidade de modulagédo do microambiente ao redor delas, seja por uma dessas
funcbes apresentadas ou por ambas. Além disso, as células em co-cultivo séo

responsaveis por alterar a composi¢cao do meio onde os embrides se desenvolvem,
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tanto pelo consumo da glicose como pela produgéo de lactato, ou ainda pela utilizacéo
dos antioxidantes, suportando, assim, o adequado desenvolvimento embrionario
(BAVISTER, 1992).

E importante ressaltar que o nimero de passagens celulares durante o cultivo
de uma determinada linhagem celular pode resultar em diferentes taxas de producao,
dificultando a reprodutibilidade dentre os diferentes laboratérios e,
consequentemente, a padronizacdo da técnica (KRISHER et al. 1999).

Sao varios os tipos de células e linhagens celulares utilizadas para o co-cultivo
de embrides: células da granulosa, células epiteliais do oviduto, células do cumulus,
células BRL, células Vero, células-tronco mesenquimais, ou endometriais, fibroblastos
uterinos, vesiculas trofoblasticas. O uso do sistema de co-cultivo resulta em alta
variacao nas taxas de producao e caracteristicas dos embrides, como € visto a seguir:

O co-cultivo com células da granulosa é o mais amplamente utilizado nos
laboratérios de PIVE. Gera blastocistos de 6tima qualidade tanto pelo cultivo em grupo
como pelos cultivos isolados (GOOVAERTS et al. 2009).

As células BRL (do inglés: buffalo rat liver; BRL) promovem o desenvolvimento
para além do estagio de 8 a 16 células, favorecendo a formacao de blastocistos. Isso
ocorre devido a capacidade dessas células em sobrepujar o blogueio do 4° ciclo
celular (DONNAY et al. 1997).

As células Vero cultivadas em monocamada, por sua vez, produzem altas taxas
de blastocistos, através do estimulo ao desenvolvimento no estagio de clivagem e de
moérula e estimulando, em menores propor¢des, o desenvolvimento posterior
(HOSSEINI et al. 2008).

Efeitos benéficos do co-cultivo de células-tronco mesenquimais com embrides
sobre o desenvolvimento embrionario tém sido evidenciados, especialmente com o
uso de as células células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo
(MIRANDA et al. 2016). Neste caso, as taxas de producéo obtidas foram maiores do
gue com o uso do meio pré-condicionado proveniente das mesmas células-tronco e
até mesmo do que o co-cultivo com células da granulosa, células estas utilizadas
tradicionalmente em sistemas de co-cultivo. Além desses resultados, o uso das
células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo no co-cultivo aumentou a

gualidade dos embrifes, uma vez que aumentou o nimero total de células e os niveis
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de transcritos relacionados a pluripoténcia e ao metabolismo energético (MIRANDA et
al. 2016).

2.2.6 MEIO CONDICIONADO

Adicionalmente, o uso de meios condicionados, produzidos pelos tipos
celulares em co-cultivo, também evidencia o desenvolvimento benéfico de embrides
(EYESTONE e FIRST 1989; KOBAYASHI et al. 1992; VANSTEENBRUGGE et al.
1994). Este meio de cultivo é tdo efetivo quanto o co-cultivo para suportar o
desenvolvimento de embrides, podendo ser adicionado a ele soro. Isso porque as
substancias presentes no meio condicionado também apresentam duas funcdes
principais: sdo componentes embriotréficos, ou inibidores/supressores dos fatores
toxicos, como mencionado na sec¢éo do co-cultivo (BAVISTER, 1992).

O emprego do meio condicionado durante o cultivo permite investigar os
mecanismos e as interacdes entre o embrido e as células somaticas. Este mesmo
meio permite a identificacdo e o isolamento dos fatores secretados pelas células.
Desta forma, permitiu-se, consequentemente, a incluséo desses fatores nos meios de
cultivo guimicamente definidos, favorecendo assim a investigagéo das funcdes e das
vias bioquimicas. Contudo, é importante ressaltar que o uso do soro no meio
condicionado prejudica a identificacdo desses fatores embriotréficos (KOBAYASHI et
al. 1992).

E importante ressaltar que as fungdes que as células apresentam durante o co-
cultivo séo influenciadas pelo meio condicionado utilizado para cultiva-las. Além disso,
uma cultura primaria difere, com relacéo a sua fisiologia, de uma linhagem ja definida,
sendo importante, portanto, evidenciar a escolha de um meio apropriado para cada
uma delas. Atenta-se para o fato de que o uso de meio condicionado de células
primarias apresenta desvantagens em relacdo ao meio condicionado de linhagens
estabelecidas, isto devido a pequena quantidade de meio produzido e a alta
variabilidade dentre os lotes que o meio condicionado das células primarias fornecem.
Assim como no uso de células somaticas em co-cultivo, deve-se também atentar para
o risco do ingresso de agentes infecciosos ao cultivo (VANSTEENBRUGGE et al.
1994).

Eyestone e First (1989) e Mermillod et al. (1993) demostraram que o uso de

meio condicionado de células do oviduto bovino (do inglés: bovine oviduct conditioned
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medium; BOCM) em TCM 199 e com 10% de SFB forneceu altas taxas de producao
de blastocistos, similares aguelas encontradas nos sistemas de co-cultivo com as
mesmas células. Sem a adicdo de SFB neste meio condicionado, as taxas de
producdo e o numero de células/blastocisto diminuem quando comparados ao co-
cultivo. Esses resultados remetem a propriedade que o soro apresenta em estimular
o desenvolvimento dos embrifes ao estagio de blastocisto, compensando, assim, a
falha nutricional do BOCM (PINYOPUMMINTR e BAVISTER, 1991).

O meio condicionado de células da granulosa bovina (do inglés: bovine
granulosa cell onditioned medium; BGCCM) promove a formacéo de blastocisto em
proporcdes semelhantes aquelas com o co-cultivo com as mesmas células e
suplementado com soro. No entanto, o nimero total de células por blastocisto € menor
no meio condicionado do que no co-cultivo, podendo indicar uma menor qualidade e
viabilidade embrionaria dos embrifes gerados no BGCCM (KOBAYASHI et al. 1992).

Vansteenbrugge et al. (1994) demostrou que o meio condicionado das células
de BRL (do inglés: buffalo rat liverl conditioned medium; BRLCM) proporcionou maior
proliferacéo celular, como evidenciado pelo n° total de células maior do que o BOCM,
indicando que os embrides cultivados em BRLCM apresentam maior viabilidade do
gue aqueles cultivados em BOCM.

2.3 CONDICOES FiSICO-QUIMICAS DURANTE O CULTIVO

2.3.1 PRESSAO GASOSA

A PIVE requer temperatura e pressdo atmosférica adequadas para o
crescimento embrionario. Para isso, utilizam-se as incubadoras, ou estufas, que
mantém sobre controle as concentracdes de gases como oxigénio, nitrogénio e gas
carbdnico (02, N2 e CO2, respectivamente) e da temperatura.

Analisando a fisiologia do microambiente materno, onde o pré-desenvolvimento
embrionario ocorre, sabe-se que no oviduto e no Utero, a concentracdo atmosférica
do gas oxigénio varia de 1,5% a 9%, sendo, dentro deste nivel, maior no oviduto do
gue no utero. No entanto, na maioria dos laboratérios de PIVE, a tenséo utilizada é a

atmosférica, que apresenta cerca de 20 a 21% de O2 uma condi¢cdo
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consideravelmente mais alta que a tensdo do lumen do trato reprodutivo da fémea
(FISCHER e BAVISTER, 1993).

Na tentativa de proporcionar concentracgao fisioldgica de Oz, muitos estudos tém
demostrado que a reducéo na tensdo atmosférica do Oz para 5% esta associada com
maiores taxas de blastocistos e blastocistos eclodidos, comparado as taxas obtidas
sob concentracdo atmosférica (cerca de 20-21% de O2) (THOMPSON et al. 1990;
KHURANA e NIEMANN, 2000). Isso pode estar relacionado as diferentes condicdes
metabdlicas durante os estagios de desenvolvimento do embrido. Por exemplo,
durante o periodo pré-compactacdo (estagio de clivagem), os embrides realizam
preferencialmente a fosforilagdo oxidativa para a geracdo de ATP, por meio do
consumo de piruvato e do aminoacido glutamina, utilizando O2 na cadeia da
mitocondria. Ja o periodo pés-compactacdo € marcado pela via glicolitica, na qual
demanda elevada utilizacdo de glicose, e menor demanda de Oz, beneficiando-se da
condicéo de 5% de O2, gerando assim maior proporc¢do de blastocistos e blastocistos
eclodidos (THOMPSON, 1996).

Sabe-se também que o O2 esta envolvido na geracdo das ERO. Estes, por sua
vez, sdo prejudiciais ao desenvolvimento, com varios efeitos deletérios, como: (i)
danos ao DNA, (i) peroxidacdo lipidica, que pode alterar a permeabilidade das
membranas celulares e (iii) a oxidacdo de proteinas, afetando a sua funcionalidade
(GUERIN et al. 2001). Embrides cultivados sob alta tenséo de O2 podem, portanto, ter
seu desenvolvimento prejudicado, atribuindo a essa condicdo uma maior producéo de
radicais livres (LONERGAN et al. 1994). No entanto, essa condic&o pode ser revertida
pela adicdo de antioxidantes como a vitamina E, GSH e SOD, responséaveis por
metabolizar e diminuir a concentragéo dos ERO (OLSON e SEIDEL, 2000; LUVONI et
al. 1996).

Adicionalmente, sabe-se que a presenca de células sométicas, em co-cultivo,
influencia a escolha da atmosfera a ser aplicada. Na maioria das vezes, a
concentracdo escolhida € a atmosférica. Isso se deve ao fato de que as células
somaticas fornecem ao meio, ao qual os embrides se encontram, um ambiente de
baixa tensdo gasosa (FUKUI et al. 1991). Além disso, as células sométicas sao

reconhecidas por diminuir as concentracdes de ERO, principalmente de anions

superoxido (0O2) (GOOVAERTS et al. 2009).
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Outro aspecto importante € que o0 processo de difusdo gasosa pode ser
influenciado pelo tamanho do embrido, o qual, por sua vez, € determinado pelo estagio
de desenvolvimento de mesmo. A difusdo gasosa pode ser dificultada nos estagios
mais tardios do desenvolvimento pré-implantacional, principalmente para as células
mais interiorizadas, como as da MCI, podendo leva-las a uma condicdo de hipodxia.
Sugere-se que a hipdxia induzida pode estar associada a alteracao da transcricdo de
RNAs mensageiros (RNAm) de fatores de crescimento e daqueles ligados a apoptose.
Alteracfes da expressao génica nestes casos, indicam, por conseguinte, estresse
celular oxidativo, conforme mencionado anteriormente (THOMPSON, 1996).

Os embribes produzidos sob baixa pressdo apresentam mais células
apoptoticas e fragmentacdes celulares do que embrides cultivados em alta presséo
(RHO et al. 2007).

2.3.2 TEMPERATURA

Ha poucas informacdes sobre as condicbes de temperatura sobre o
desenvolvimento do embrido. Define-se que a temperatura O6tima para o
desenvolvimento € em torno de 39° C (THOMPSON, 1996). Um estudo tem
demostrado que o desenvolvimento de embrifes in vitro em torno de 36 a 40°C gera
mais blastocistos e blastocistos expandidos do que na temperatura de 39°C (WANG,
1991).

2.3.3 CULTIVO EM GRUPO E CULTIVO ISOLADO

O numero de embrides por unidade de cultivo pode levar a classificacéo de dois
tipos principais de cultivo: cultivo isolado e cultivo em grupo. Dentro de cada uma
dessas duas condicdes, pode-se demarcar o volume a ser utilizado/ocupado por cada
embrido. Assim, tem-se necessario a definicdo da densidade embrionéaria que é razéo
entre 0 numero de embrides e a unidade de volume (geralmente em L, decorrente
do pequeno volume das gotas de cultivo). Sabe-se que no utero, o embrido é
circundado por menos de 1pL de fluido. A partir destes conceitos e desta informacéo
estabelece-se que o volume ideal para o cultivo in vitro de um Unico embrido é cerca

de 1pL. Cultivos em grupo, portanto, necessitam de um volume maior.
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O cultivo de embrides, sejam em grupos ou individuais, podem ser de duas
formas: em grande volume (ou de alta DE), ou em pequeno volume (ou de baixa DE).
Para cultivos individuais, o volume varia entre 1 e 500uL. O volume das gotas de
cultivo em grupos, por sua vez, depende do niumero de embrides a elas adicionadas.

Tem-se alcancado altas taxas de blastocistos quando se realiza o cultivo em
grupo, ou quando aumenta-se o numero de embrides por unidade de volume, isto é,
quando a densidade embrionaria € alta (GARDNER et al. 1994; KEFFER et al. 1994;
KHURANA e NIEMANN, 2000). Sabe-se que os embrides secretam fatores autécrinos
e/ou paracrinos, 0s quais sao responsaveis por estimular o crescimento (WATSON et
al. 1992). Uma menor densidade embrionaria, geralmente verificada em condi¢des de
cultivo individual, levariam a uma maior diluicdo dos fatores secretados, e, portanto, a
uma menor probabilidade de acdo dessas moléculas. Portanto, pode-se dizer que as
condicdes de cultivo em grupo mantém os fatores embriotréficos em suas
concentracdes funcionais (KHURANA e NIEMANN, 2000). Sao evidenciados menores
nameros de células, menores taxas de blastocistos eclodidos, maior quantidade de
células apoptéticas e menor criotolerancia nos embrides cultivados isoladamente, se
comparados em grupo (GOOVAERTS et al. 2009).

E importante salientar que as condicées de alta densidade celular, ndo apenas
de embrides, mas juntamente com as células somaticas em co-cultivo, fornecem
também altas taxas de producéo de blastocistos, uma vez que verifica-se similarmente
a presenca dos fatores embriotréficos neste sistema de cultivo. Assim, € relevante
considerar a diluicdo desses fatores no meio de cultivo, ressaltando, desta forma, a
ideia de uso de volume de meio adequado (DONNAY et al. 1997).
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Varios séo os sistemas e as condi¢des de cultivo in vitro de embriées bovinos
que permitem o suporte ao desenvolvimento embrionério pré-implantacional. Os mais
utilizados sdo o sistema de co-cultivo com células sométicas e a utilizacdo de meios
contendo soro devido as taxas de producéo de blastocistos em niveis consistentes,
comparado aos demais sistemas de cultivo in vitro. Todavia 0s sistemas quimicamente
definidos tem sido uma alternativa para o a PIVE bovina, uma vez que permitem a
determinacdo das funcdes das moléculas a ele adicionadas e de suas reacdes
bioquimicas. Por isso, este tipo de meio possui grande importancia na pesquisa basica
no que se refere aos conhecimentos da fisiologia reprodutiva animal. Adicionalmente,
vale ressaltar que os padrdes fisiologicos de desenvolvimento embrionario sdo
semelhantes entre os mamiferos, indicando possiveis contribuices do modelo animal
bovino ao estudo da fisiologia reprodutiva humana. A continuidade destas
investigacdes deve dedicar-se a aprimorar a qualidade e a producdo embrionaria,

utilizando para isso, simular as condi¢cdes do ambiente materno.
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