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RESUMO

Objetivo: montar um protocolo animal para estudo e treinamento em bidpsia embrionaria.
Métodos: ovarios de vaca obtidos em abatedouro eram transportados ao laboratorio onde os
odcitos aspirados eram maturados. Posteriormente eram submetidos a fertilizacdo in vitro.
No dia 5 pos-fertilizagéo, os embriGes eram biopsiados, com a abertura da zona pellcida
realizada mediante lamina de corte ajustada ao microscépio Optico. Apés abertura da zona
peltcida 1 ou 2 blastdbmeros eram removidos dos embrides. Apos a bidpsia, os embrides
permaneciam em co-cultivo por mais trés dias. Ao final deste tempo, o desenvolvimento dos
embrides era avaliado e comparado ao do grupo controle por meio de estudo morfoldgico e
contagem do numero de células, usando coloracdo especifica para nucleos.

Resultados: dos 57 embribes biopsiados, 40 atingiram o estagio de blastocisto (70,2%) e em
11 foi observado o “hatching” (27,5%). No grupo controle obtiveram-se 42 blastocistos (73,7%)
e, destes, 11 chegaram a “hatching” (26,2%). Apés contagem do nimero de células, observou-
se que ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os 2 grupos.

Concluséo: podemos verificar por meio dos resultados que o protocolo proposto foi
tecnicamente viavel, além de fornecer bom ndmero de embribes, pela facilidade de obtengao
de odcitos bovinos, podendo ser adotado para treinamento.

PALAVRAS-CHAVE: Infertilidade. Cultura de tecidos. Fertilizagdo in vitro. Modelos

experimentais.

Introducdo

O recente avanco dos métodos de diagnéstico
pré-natal, j& dominados e rotineiros em muitos
centros, conquistou seu espac¢o na pratica médica
diéria, justificado pela incidéncia de 2,0 a 13,6%
de malformagdes congénitas nos recém-nascidos?.

Apés longo periodo de pesquisas, nasceu a
ciéncia da citogenética humana na década de 50,
guando cientistas criaram técnicas eficazes para
andlise dos cromossomos. A principio, estudos
demonstraram sucesso com cultura de linfécitos
obtidos de sangue periférico e de fibroblastos
originarios de bidpsia de pele. Em 1966, Steele e
Breg? demostraram a possibilidade de se
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determinar a constituicdo cromossémica de um feto
pela anélise de células cultivadas do liquido
amniético, sendo a trissomia do 21, a primeira
anomalia diagnosticada pela cultura de células
provenientes de amniocentese, relatada por Valenti
et al.3.

Na procura de tornar o diagnéstico mais
precoce, ocorreu a partir dos anos 80 o dominio
das técnicas de colheita de vilo corial, testes
bioguimicos tais como a-fetoproteina, estriol e beta
HCG, além da antecipacao da colheita do liquido
amniotico para a 162 semana. Os testes
biogquimicos, aliados & melhoria das técnicas de
bandeamento, ja propiciam diagnoésticos seguros
e que nos orientam na conducdo de uma gestacéao
ja a partir da 102 semana.

Em 1991, Verlinsky e Kuliev*, durante o
“First International Symposium on Preimplantation
Genetics”, relataram as técnicas para deteccdo de
varias doencas genéticas antes da implantacéo,
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podendo ser aplicadas aos embrides obtidos em
fertilizacdo in vitro. Ao diagnéstico pré-natal veio
somar-se o0 diagnéstico pré-implantacéo,
oferecendo a oportunidade de obtermos o
diagnostico antes da efetivacdo da interacdo
embrido-atero, permitindo a selecdo embrionéria
e evitando assim o abortamento seletivo nos casos
de anormalidade®.

Os primeiros estudos em bi6psia de embrides
com finalidade de diagnéstico pré-implantacao
foram realizados em coelhos por Gardner e Edwards
em 19685. Eles removeram células do trofectoderma
com a finalidade de determinar o sexo dos mesmos
e confirmaram seus resultados transferindo os
blastocistos para as mées e verificando o
nascimento dos coelhos.

Estudos em mamiferos como macacos® e
camundongos’® demonstraram a possibilidade de
desenvolvimento dos embrides apds a bidpsia, e
também que este sucesso depende do estagio
celular em que é realizada a biopsia, do nimero de
células removidas e da técnica de biépsia utilizada.
A bidpsia em embriGes humanos pode ser realizada
quando o embrido alcanca o estagio de 3 células,
mas é preferivel biopsiar em estagios mais tardios
(antes da compactacao), quando a perda de um ou
dois blastémeros nao causa reducdo no ndmero
de células®. Hardy et al.*° verificaram que a biépsia
em embrides de 6-10 células ndo causa efeito
adverso sobre o metabolismo, sobre o nimero de
embrides que chegam ao estagio de blastocistos e
sobre a massa celular interna do trofectoderma.

J& existe um consenso quanto ao estagio ideal
para bidpsia em cada espécie animal e o nUmero
ideal de células a serem removidas. No entanto,
existem controvérsias ainda quanto a melhor
técnica a ser utilizada, talvez devido ao fato que
todas necessitam de treinamento. Nosso trabalho
destinou-se a padronizacdo de um protocolo
aplicavel em animais para aprimoramento técnico
do pessoal envolvido no procedimento de bidpsia,
com avaliacdo por meio do desenvolvimento de
embrides bovinos pés-bidpsia, possibilitando a
aquisicdo de experiéncia e treinamento.

Material & Métodos

A fertilizag&o in vitro foi realizada seguindo
modificacdo da técnica de Pavlock!!, sendo os
ovarios de vacas obtidos em abatedouro local sem
critério de escolha. No laboratério, os foliculos eram
aspirados e o liquido folicular era examinado sob
microscopio estereoscopico para identificacdo dos
odcitos. Apos identificacdo, os odcitos eram lavados
em solucdo salina tamponada (D-PBS; GIBCO

Desenvolvimento de embrides pds-bidpsia

Laboratories, Grand Island, NY, USA) e transferidos
para meio 199 (Sigma M-2154, Sigma Chemical
Co., St Louis, MO, USA), suplementado com lactato
de calcio (5,5 mmol I), piruvato de sédio (2,3 mmol
I'1), bicarbonato de sédio (9,5 mmol I'Y), HEPES (5,9
mmol I?), L-glutamina (0,7 mmol I'%), estreptomicina
(15,6 mg.ml?), penicilina (7,5 mg.ml?) (Sigma), FSH
(10 pg ml*) e 20% de soro de vaca no cio. Os oécitos
permaneciam em incubadora (Forma modelo 3159)
para maturacéo por um periodo de 24 a 26 horas.

O sémen para fertilizacdo era escolhido
aleatoriamente, sem preferéncia por raca (Central
de Sémen Lagoa da Serra, Londrina, PR). A
avaliacdo da concentracéo e da motilidade iniciais
eram realizadas e somente amostras que
apresentassem mais de 10 x 10° espermatozdéides
moveis/ml eram utilizadas nos experimentos. O
“swim up” para ativacdo e capacitacao dos
espermatozéides foi realizado de acordo com
Parrish et al.*? utilizando meio TALP, suplementado
com BSA (6 mg ml?) e piruvato de sédio (1 mmol
ml?). Aproximadamente 1 x 10° espermatozéides
eram adicionados as placas contendo os o6citos,
previamente transferidos para o meio de
fecundacdo preparado segundo Bavister e
Yanagimack et al.*s.

Entre 18 a 24 horas apés a fertilizacdo, os
provaveis pré-embrides eram transferidos para
placas com células Vero (células de cipsula renal
de macacos Rhesus). No 5° dia pos-fertilizacdo os
embrifes eram observados sob microscépio
invertido (Olimpus CK2) para determinacédo da
porcentagem de desenvolvimento embrionario.
Apenas embrides que ultrapassavam o estagio de
oito células eram separados para aspiracdo dos
blastémeros. Para o grupo controle também eram
selecionados apenas embrifes com mais de oito
células. Os embrides eram selecionados
indistintamente para a bidpsia ou para o grupo
controle. Os embrides biopsiados e aqueles
destinados ao grupo controle eram mantidos em
co-cultura separadamente, sendo avaliados no 7°
e 8° dias poés-fertilizacéo.

Antes das biépsias, procedia-se a abertura
da zona pelacida mecanicamente, mediante um
micromanipulador, esquematizado e confeccionado
para este estudo, utilizando-se um compasso
ajustado a objetiva do microscépio. Na outra
extremidade do compasso era colocada uma
pequena garra que segura a lamina cortante. Este
equipamento era adaptado a um microscépio 6ptico
comum (Olympus) e com o auxilio da platina o
embrido que se encontrava em laminas de vidro,
previamente preparadas com gotas de 50 ul de PBS,
alcancava a lamina cortante. Deste modo podia-
se realizar uma pequena abertura na zona
pelticida do embrido.

534

RBGO-v.21,n°9, 1999



Almodin et al

Logo apds, os embrides eram transferidos
para placas de Petri (Nunclon, Denmark), contendo
microgotas de PBS, cobertas com 6leo mineral
(Sigma). Sob microscopio invertido Diaphot Nikon
(Nikon, Tokyo, Japan), com contraste de fase
Hoffman, a aspiracao dos blastdmeros era realizada
tdo logo a abertura realizada fosse identificada e
posicionada as 3 horas. Com o auxilio de micro-
pipetas (Humagem, Virginia, USA) adaptadas a
micromanipuladores MMO-204D e injetores IM6
(Narishige Co., Tokyo, Japan) a micromanipulacéo
era finalizada com a aspiracdo de um a dois
blastdmeros (Figuras 1 e 2). Findo o procedimento,
os embrifes eram lavados quatro a sete vezes em
PBS e mantidos em co-cultura por mais 3 dias. O
numero de células, a compactacéo, estreitamento
da zona pelucida, formacgéo da cavidade blastocélica
e o fenbmeno de extrusdo da zona peldcida pelo
blastocisto (“hatching”) eram observados ao
microscopio invertido durante o periodo de 3 dias,
até que, decorrido este tempo, o numero de células
era contado por meio de técnicas de coloracéo.

Figura 1 - Biépsia de embrido bovino em estagio de mérula

Figura 2 - Embri&o biopsiado

Desenvolvimento de embrides pés-biopsia

A técnica de coloracao utilizada foi descrita
por Papaioannoou e Ebert em 1988, com
adaptacado da técnica de coloracdo dupla para
diferenciar células ICM (“Inner Cells Mass”) e
trofoblasticas. Os embriGes (mdrulas e blastocistos)
eram lavados em PBS e transferidos para solucéo
acida de Tyrode (Sigma T1788) até a quase total
dissolucdo da zona peltcida. Os embrides eram
entdo lavados rapidamente em PBS a -4°C e em
seguida eram transferidos para soluc&o de Hoescht
33342 (Sigma, B2261), 0,1 pg/ml em etanol a -20°C,
onde os embrifes permaneciam por 18 a 24 horas.
Esta solucéo cora o DNA nuclear de todas as
células. Findo este tempo, eles eram transferidos
para laminas em gotas de glicerina (Miyako do
Brasil), cobertos com laminulas e analisados em
microscopio de fluorescéncia (Olympus - BX60) com
filtro apropriado (Olympus - cubo U-MWU) e
aumento de 100X e 400X para contagem do
numero total de células, que apresentavam o
nucleo em fluorescéncia de cor azul (Figura 3).

Figura 3 - Blastocisto corado pela técnica de coloragdo de Hoescht, no dia 8 pés-
fertilizag&o in vitro (400 X).

A variadvel contagem de células foi
representada por média, desvio padrao (DP), mediana
e valores minimo e maximo. Em raz&do da grande
variabilidade (desvio padrdo grande), foi utilizada a
prova ndo-paramétrica de Mann-Whitney (U) para
amostras independentes. A variavel evolucdo do
embrido para blastocisto e para o fendmeno de
extrusdo da zona pellcida pelo blastocisto
(“hatching”) foi representada por frequéncia absoluta
(n) e relativa (%) em tabela de dupla entrada. Foi
aplicado o teste do x? para verificar a existéncia de
associacao na evolucdo entre os grupos dos embrides.
Adotou-se o nivel de significAncia de 0.05 (a = 5 %).
Niveis descritivos (p) inferiores a esse valor foram
considerados significantes.
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Resultados

Foram retirados 215 ovarios de vacas,
recuperando-se destes 710 ovdécitos viaveis que
foram incluidos neste estudo. Destes foram obtidos
434 embrides (61,1%), dos quais 114 ultra-
passaram o estagio de 8 células (26,3%) no dia 5
pés-inseminacao e foram incluidos neste estudo,
independentemente do seu grau morfolégico. Os
320 embribes restantes, que ndo apresentaram
namero de células maior que 8, foram
desconsiderados do estudo.

Cinquenta e sete embrides separados para
este estudo foram biopsiados no dia 5 poés-
inseminacao e mais 57 foram incluidos no grupo
controle, que foi submetido as mesmas condigfes
de cultura que o grupo dos embrides biopsiados.
Em nenhuma das bidpsias realizadas no estudo
houve lesdo destrutiva do embrido ou do
blastdbmero removido, que inviabilizasse sua
inclusdo na andlise.

O desenvolvimento dos embrifes biopsiados
e do grupo controle foi avaliado comparativamente.
No grupo controle, 42 embrides desenvolveram-se
até o estdgio de blastocisto (73,7%) até o dia 8 poés-
inseminacdo, e 40 embrides biopsiados
alcancaram o mesmo estdgio até o mesmo dia
(70,2%). Na Tabela 1 encontram-se os dados
referentes a evolucdo dos embrides para
blastocistos nos dois grupos estudados. O
“hatching” ocorreu em 11 blastocistos (27,5%)
obtidos apoés bidpsia e em 11 blastocistos (26,2%)
do grupo controle (Tabela 2).

Tabela 1 - Estudo comparativo da evolugéo dos embrides para blastocistos, entre o
grupo controle e o grupo de embrides biopsiados.

Grupo Controle Biopsiado
Evolucdo n % n %
Sim 42 73,7 40 70,2
N&o 15 26,3 17 29,8
Total 57 100,0 57 100,0
X?=0,04 p = 0,8349

Tabela 2 - Estudo comparativo da evolucéo dos embrifes para “hatching”, entre o
grupo controle e o grupo de embrides biopsiados.

Desenvolvimento de embrides pds-bidpsia

A Tabela 3 mostra a distribuicdo do numero
de células dos embrides dos grupos biopsiados e nao-
biopsiados (controle) apés coloracao de Hoescht. No
grupo controle 24% dos embrides atingiram o estagio
superior a 64 células, o mesmo ocorrendo com 26%
dos biopsiados. Apenas 19% dos embrides do grupo
controle e 23% dos biopsiados permaneceram no
estagio entre 9-22 células (Figura 4).

Tabela3 - Estudo comparativo da evolugéo dos embries biopsiados e néo biopsiados,
por meio de contagem de células, no dia 8 pés-fertilizagéo.

Grupo Média+ DP  Mediana  Minimo Maximo n
Controle 39 £ 21 38 9 75 57
Biopsiados 38 * 22 31 9 75 57
U = 1558,0 p = 0,7057

40 - 35

35 4 OControle
=] 28
c 30 A H Biopsiados
2o 23
E £ 254
=g
S S 20 1
22
3 2154 12
a ® 10
g 54

0

9 22 22 36 36 50 50 64

Numero de células dos embrides

Figura 4 - Correlagéo entre o desenvolvimento embrionario dos embrides biopsiados
e nao-hiopsiados, por meio da contagem de células no dia 8 pés-fertilizacdo.

Discussao

Com o desenvolvimento de técnicas como
hibridizacado in situ (FISH) e a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), numa época em que se
dominam as técnicas de reproducdo humana, é
possivel a aplicacéo destas técnicas no diagndstico
pré-implantacéo. Para que possamos ter acesso ao
diagnéstico pré-implantacdo, necessitamos de
uma amostra dos gametas ou embrides em estudo,
0 que é possivel por meio da biépsia. Porém, para
uma boa aplicacao deste diagndstico, necessita-
se adotar uma técnica adequada para a bidpsia.

A bidpsia de blastdmeros tem sido realizada
por meio de diferentes técnicas: com a abertura
da zona pellcida usando solucado acida de Tyrode
e introducdo da micropipeta para aspiracdo dos
blastémeros?®; dissecacéo parcial da zona na qual
uma micropipeta é passada através de uma area
da zona pellcida e com o auxilio da micropipeta de
sustentacdo cria-se um abertura por onde a
micropipeta de aspiracdo alcanca o blastémero; ou

Grupo Controle Biopsiados
Evolucéo n % n %
Sim 11 26,2 11 27,5
N&o 31 73,8 29 72,5
Total 42 100,0 40 100,0
X? = 0,001 p = 0,9080
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atravessa-se a zona pellucida usando uma
micropipeta biselada que remove o blastdmero?®.
Ainda, pode-se remover o blastdmero por meio da
técnica de deslocamento, em que dois orificios sédo
necessarios, sendo mantido em um dos orificios
um fluxo gentil de meio e no outro o blastémero é
extrusado®.

Todas os métodos utilizados para bidpsia
necessitam de treinamento, pois todos oferecem
dificuldades como perdas de blastdmeros e
embrides e imprecisdo na interpretacdo dos
resultados dos exames. Existem muitas
controvérsias entre os autores quanto a melhor
técnica para a bidpsia de blastdbmeros. A técnica
adotada deve manter o blastémero removido
intacto para que ndo haja perda de material
genético e danificar o minimo possivel o embrido,
de maneira que ele continue viavel. A utilizacdo
de solucéo acida de Tyrode na confeccao do orificio,
no qual deve ser introduzida a pipeta de aspiracéo,
pode causar danos aos embrides devido a acidez
do pH, caso quem esteja manipulando ndo tenha
bastante pratica e rapidez. A utilizacdo de pipeta
biselada para ultrapassar a zona pelGcida pode
danificar alguns blastdmeros durante a introducéo
da pipeta. Neste estudo nos utilizamos um método
mecéanico na tentativa de minimizar estes
problemas.

Para que possamos realizar estes
procedimentos com destreza, necessitamos de um
protocolo de treinamento que nos possibilite a
aquisicdo de experiéncia e aprimoramento de
técnica manual. Para treinamento utilizam-se
com frequéncia embrides de camundongo,
necessitando de manutencdo de biotério e o
cruzamento entre duas racas especificas, 0 que
dificulta o procedimento. Ja é possivel a obtencéo
de embrides de camundongos’® congelados, em
empresas especializadas, em outros paises,
evitando-se desta maneira a necessidade de
biotério. Porém, esta importacé&o torna-se inviavel,
guando levamos em conta seus altos custos, e
consideramos as perdas que ocorrem
normalmente durante o transporte e no
descongelamento.

Em contraste, os embrides bovinos podem ser
conseguidos por meio de oocitos de vacas de
abatedouros locais e 0 sémen pode ser obtido
facilmente no comércio. Apesar de os Varios
protocolos de treinamento e experimentacdo com
a utilizacdo de animais serem valiosos e
demonstrarem ser eficazes, acreditamos serem de
alto custo e de dificil acesso & maioria dos
profissionais. Nosso protocolo é muito barato, ja que
dispensa a necessidade de um biotério e todo
trabalho que ele representa. Utilizamos bovinos,
animal de facil aquisicdo em qualquer parte do pais,

Desenvolvimento de embrides pés-biopsia

possibilitando a maturacéo in vitro dos gametas e
também possibilitando que se acompanhe o
fendbmeno da fertilizacdo e do desenvolvimento
embrionério. A utilizacdo de embrides bovinos para
a bidpsia oferece também a possibilidade de
treinamento em fertilizac&do in vitro, o que néo
acontece quando se trabalha com embribes de
camundongo, cuja fertilizacdo ocorre in vivo.

O acesso a grande nuUmero de gametas e
embrifes em um periodo muito curto possibilita
treinamento em curto espago de tempo, e
acreditamos que o profissional que manipula com
pericia os embrides bovinos esteja apto a
manusear embrifes humanos, além de ter a sua
disposicdo um modelo de aprimoramento de novas
técnicas que surgem continuamente, como as
recentes técnicas de abertura da zona pellcida
com laser e o transplante de citoplasma e nucleo.
Para comprovar a eficacia desta proposta, os
embrides biopsiados sempre foram comparados a
um grupo controle que era submetido as mesmas
condicdes de cultura.

Comparando os resultados obtidos entre
embrides biopsiados com o0s nao-biopsiados,
observou-se que nédo houve diferenca es-
tatisticamente significante entre os dois grupos
em relacdo a evolucdo para blastocisto ou
“hatching”. A avaliagéo pela contagem de células,
com o auxilio de coloracao especifica para ndcleos,
também confirmou que n&o houve diferenca
estatisticamente significante entre os dois grupos
estudados. Assim, nossos resultados comprovam
que o protocolo proposto é viavel.

SUMMARY

Purposeto develop an animal model for the study of, and
training in, bovine biopsies.

Methods:cow ovaries were obtained from a slaughterhouse
and transported to the laboratory where the oocytes were
aspirated, maturated and submittedimovitro fertilization.

On the 5th day after fertilization, the embryos were biopsied,
with the zona pellucida being opened with a cutting blade
fitted to the light microscope. One or two blastomeres were
removed from the embryos and left in coculture for three
additional days. After this time, embryo development was
evaluated in comparison to a control group by
morphological study and cell counts using specific staining
for nuclei.

Results:forty of the 57 biopsied embryos reached the
blastocyst stage (70.2%) and hatching was observed in 11
(27.5%). Forty-two blastocysts were obtained in the control
group (73.7%) and 11 of them hatched (26.2%). Cell counts
showed no significant differences between groups.
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Conclusions:we conclude that the proposed protocol is 8. Roudebush WE, Kim JG, Minhas BS, Dobson MG.
technically feasible and supplies a good number of embryos Survival and cell acquisition rates after
because of the easy technique for obtaining bovine oocytes, preimplantation embryo biopsy: use of two
thus representing a method that could be adopted for training. mechanical techniques and two mouse strains.

KEY WORDS:Infertility. Cell culture. In vitro fertilization.
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