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DE CELULAS DE LINHAGENS PRIMARIA E CONTINUA EM
UM SISTEMA SEM FLUXO EXTERNODE CO ,
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OF PRIMARY AND CONTINUOUS LINEAGES INA
SYSTEMWITHOUT EXTERNAL CO ,FLOW
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RESUMO

A eficiéncia de trés monocamadas celulares
(linhagem continua - células Madin and Darby Bovine Kidney/
MDBK;linhagem primaria - células de uUtero e de oviduto
bovino) foi testada para verificar a existéncia de especificidade
celular através do desenvolvimento de embrifes, desde o estadio
de duas células até o de moérula compacta, em um sistema de
cocultura sem fluxo externo deO,. Depois da selecao, os
embrides (n= 343) foram aleatoriamente distribuidos em
diferentes tubos de ensaio, os quais foram colocados a 37°C
durante 72 horas. Ap6s o periodo de cocultura, as porcentagens
de morulas compactas obtidas foram de 87,7% em células de
oviduto, 86,2% na monocamada de células uterinas e 88,3%
na de células MDBK. N&o foi observada diferen- ¢a significativa
entre esses valores e, por isso mesmo, conclui-se que a
especificidade celular ndo é importante para o desenvolvi-
mentoin vitro de embridesMus musculus.

Palavras-chave:embridao. Mus musculus,células do utero,
células do oviduto, células MDBK.

SUMMARY

The efficiency of three monolayers (continuous
lineage - Madin and Darby Bovine Kidney/ MDBK; primary

lineage - bovine celisfrom uterus and oviduct) has been tested
to verify the celular specificity through development of two
cells embryos until compact morulaes stage in a coculture
system without continuous CO"jlow. The selected mouse embryos
(n=343) swere randomiy divided into three experimental groups
andplaced in closed culture tubes mantained ai 37°C during
72 hours. After the co-culture period, the porcentages of compact
morulaes were 87.7% in oviduct cells, 86.2% in uterus
monolayer and 88.3% in MDBK cells. It was not observed
significative difference between these results and it is possible
to condude that celular specificity is not importam to enhance
the In vitro development oMus musculusembryos.

Key words: embryo,Mus musculus,oviduct cells, uterine cells.
MDBK cells.

INTRODUCAO

A elaboracéo de um sistema de cocultura
de embrides mamiferos que simule um ambiente
totalmente compativel ou bastante préximo do
ambiente materno € a principal motivacao dos
pesquisadores visando obter o desenvolviménto
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vitro de embrides sem perda de qualidade. Assim,

realizadas a lavagem e a colheita das estruturas.

diversos tipos de meio de cultura e, em especial, de Imediatamente apds, os embrides no estadio de duas
monocamadas celulares vém sendo testados (SAKKAS células foram transferidos para um vidro de reldgio

& TROUNSON, 1990; PEREIRA, 1991; RIBEIRO, 1991,
GUERRA, 1992; OLIVEIRAet al.1996) para eliminar,

ou mesmo minimizar os efeitos indesejaveis produzidos
pélos sistemas de cocultura.

A real funcdo da monocamada celular
continua indefinida (KIMet al,, 1989), entretanto,
independentemente da especificidade celular
(PEREIRA, 1991; RIBEIRO, 1991), tem-se mostrado
indispensavel na cocultura de embriddsis
musculus(RIBEIRO, 1991). Essa hecessidade pode

contendo solucéo fisioldégica acrescida de 20% de soro
fetal bovind (SFB) com a finalidade de se proceder a
avaliagdo da qualidade embrionaria conforme as
caracteristicas morfologicas sugeridas por STRING-
FELLOWetal (1987).

As monocamadas de células do utero e
oviduto de bovinos, bem como a de células Madin and
Darby Bovine Kidney (MDBK) foram preparadas
modificando-se a técnica empregada por
SOTOBELOZOet al. (1976) conforme descrito por

ser em consequéncia de proporcionarem estimulos OLIVEIRA et al (1986). A suplementacdo do meio de

que regulam o metabolismo embrionario (REXROAD
Jr., 1989), de fornecerem fatores embriotréficos ou
de removerem substancias téxicas ao embrido
contidas no meio de cultura (KUZAN & WRIGHT
JR., 1982) ou ainda em decorréncia de liberarem
substancias altamente labeis que viabilizam o
desenvolvimentoin vitro dessas estruturas
(KUZAN & WRIGTH JR., 1982), haja visto a

cultura TCM 199/25mM HEPESom 20% de soro
inativado de vaca no proestro (BRACKEET al.,
1989), foi substituida por 20% de SFB.

Dos embri6es colhidos, apenas os
classificados como bons ou excelentes (n = 343) foram
aleatoriamente distribuidos em tubos de ensaio (maximo
de dez estruturas) contendo 2ml de meio de cultura e
monocamada celular. Apds fechamento hermético

necessidade de contato direto entre o embrido e adesses tubos de ensaio, os embrides foram colocados

monocamada celular (BIGGERSal, 1957; ALLEN
& WRIGHT Jr., 1984; RIBEIRO, 1991).
O objetivo deste trabalho foi testar a

eficiéncia de diferentes monocamadas celulares (linha-

gem continua - Madin and Darby Bovine Kidney;
linhagem priméria - células do Utero e do oviduto de

em estufa bacteriolégita 37° C durante 72 horas,
periodo em que foram diariamente avaliados quanto
aos aspectos da qualidade e do desenvolvimento.

A influéncia das diferentes monocamadas
de células sobre o desenvolvimento embrionario foi
avaliada empregando-se a tabela de contingéncia (2x3)

bovinos) sobre a obtencdo de mérulas compactas dado teste de QUI-QUADRADO, considerando-se o nivel

espécieMus musculusapés 72 horas de cocultura.
MATERIAIS E METODOS

Os animais da espécMus musculus,

de 5% de significancia.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Esperava-se que as duas monocamadas de

submetidos a 14 horas de luz/dia em ambiente a 22°C, células de linhagem priméria apresentassem melhor
receberam racéo e 4gua fornecihibitum, além de performance sobre o desenvolvimento embrionario do
amendoim e sementes de girassol como complemento que a de linhagem continua em decorréncia de toma-
alimentar. Os machos foram alojados em gaiolas rem o ambiente da cocultura mais compativel com o de
individuais e as fémeas (méaximo de cinco) em gaiolas origem materna. Sob condi¢c8es fisiolégicas, os
coletivas, onde receberam, através de administracdo embrides de camundongos permanecem no oviduto
intraperitoneal, 10Ul de Gonadotropina Coribnica até os estadios de mérula final e blastocisto inicial
Equin& (eCG) as 15:00 horas e 10Ul de Gonadotropina (HAFEZ, 1988) e, assim sendo, deveriam sofrer, quando
Coriénica Humarfa(hCG) decorridas 46 horas da em cocultura, os efeitos benéficos das secre- ¢des
aplicac@o do eCG. Imediatamente apds a administra- especializadas das monocamadas de células de
¢do do hCG, as fémeas eram colocadas nas gaiolas dodinhagem primaria. Todavia, ndo foi registrado diferenca
machos para acasalamento e na manha seguintesignificativa entre as porcentagens de embribes que
observava-se a presenca de placa vaginal paraalcancaram o estadio de mérula compacta (Tabela l),
constatacdo da cobertura. resultados contrarios aos de GANDOLFI & MOOR

Apos sacrificio das fémeas por deslocamento (1987) e OVERSKEY & CINCOTA (1987) quando
da coluna cervical, os ovidutos juntamente com a por¢do relataram ter verificado que as células de linhagem
craneal dos cornos uterinos foram dissecados e primaria sdo mais eficientes para a cocultura de
acondicionados em placas de petri para que fossem embribes.
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Tabela 1 - Desenvolvimento de embridies desde o estddio de duas células
até o de mdrula compacta apds 72 horas de incubagio a 37°C em
diferentes monocamadas celulares com o meio de cultura TCM
199/25mM HEPES

utilizou o MEM/ EAGLE, nesta pesquisa foi
usado o TCM 199/25mM contendo HEPES,
substancia que tem a finalidade de manter o pH
relativamente constante sem suprimento externo
de CQ (KANE, 1979), impedindo que ocorresse

um discrepante niumero de embribes degenerdos
entre as trés diferentes monocamadas celulares.
Do mesmo modo que neste
experimento, a especificidade celular no foi
importante quando as eficiéncias das

Mirula
Compacta Degenerados Total
Monocamadas n (%a) n (%a) n (%a)
Orviduti 1o (877 14 (12.3) 114 [ 100)
Utero 94 [86.2) 15 (13,8) L9 100)
MDBR 106 (BH.3) 14 (1.7} 120 {100}

monocamadas de linhagem priméria e
continua foram comparadas, também n&o foi
ao serem avaliadas as performances das
monocamadas de células do Gtero e de
oviduto entre si. Este achado corrobora os

(Teste X* =0,24; P = (.05)

BIGGERSet al.(1957) e PAUL (1970) ndo
recomendam a utilizacdo da monocamada celular de
linhagem continua para a cocultura de embrifes
devido esse tipo de célula diferir da monocamada
que a originou e REXROAD Jr. (1989) relata que este
tipo de monocamada pode comprometer o
desenvolvimento embrionario em virtude de sofrer
modificac@o quimica e morfoldégica em sua estrutura.
Por outro lado, RIBEIRO (1991) apés verificar que a
monocamada de células MDBK determinava um
menor nimero de embrides degenerados do que a
de células uterinas, atribuiu esse achado ao fato das
células de linhagem continua produzirem uma tenséo
de CO; mais adequada para manter o pH do meio de
culturd em nivel desejavel. J4 PEREIRA (1991) e
GUERRA (1992) néo registraram diferenca entre as
performances das monocamadas de linhagem
primaria e continua.

Os resultados deste trabalho néo
evidenciaram também diferenca significativa

dados de PEREIRA (1991), RIBEIRO (1991) e
GUERRA (1992) que trabalhando,
respectivamente, com embrides de oito
células, mérulas e blastocistos e com
estruturas de duas células registraram que a
especificidade celular é fundamental para o
desenvolvimentoin vitro de embridesMus
musculus.Entretanto, os resultados aqui obtidos sé&o
contrarios aos de SAKKAS & TROUNSON (1990)
que constataram maior eficiéncia da monocamada
de células de oviduto do que da monocamada de
células uterinas na cocultura de zigotos murinos.

E possivel admitir que o importante para
favorecer o desenvolvimento embrionario, sob
condi¢Bes artificiais, € o contato direto entre o
embrido e a monocamada celular como referiram-se
BIGGERSet al(1957), BALLet al.(1983), ALLEN &
WRIGHT Jr. (1984), e RIBEIRO (1991). Esse contato
permite que fatores de crescimento da monocamada
celular (BRIGSTOCKet al.,1983) e estimulos que
regulam o metabolismo embrionario (REXROAD Jr.,
1989) penetrem na zona pellcida e alcancem a
superficie das células embrionarias (ALLEN &
WRIGHT Jr., 1984). Outro aspecto importante e que

quanto ao numero de estruturas degeneradas entretambém deve ser levado em consideragéo é o fato

os trés grupos experimentais (Tabela I). E oportuno
salientar que tanto nesta pesquisa quanto na de
RIBEIRO (1991), o sistema de cocultura empregado
tinha o metabolismo celular como Unica fonte de
C02. O alto grau de desenvolvimento populacional
das células de linhagem continua relatado por
KOSEKI & ABHAB (1979) e justificado por
RIBEIRO (1991) como sendo, possivelmente, o
responsavel pela eficiente producédo de G@ra
proporcionar um ambiente mais compatfvel com o
materno, ndo foi aqui verificado. Talvez, a
diferenca esteja relacionada com o tipo de meio de
cultura utilizado, pois, enquanto RIBEIRO (1991)

das monocamadas celulares removerem substancias
téxicas contidas no meio de cultura e de liberarem
substancias altamente labeis que viabilizam o
desenvolvimento embrionario (KUZAN & WRIGHT

Jr, 1982).

Tendo em vista que o resultado néo
evidenciou qualquer diferenca significativa entre as
performances das monocamadas celulares, conclui-se
que, em se tratando da cocultura de embrides
musculusa partir do estadio de duas células, tanto
pode ser utilizada a monocamada de células de linhagem
priméria (oviduto ou Utero) quanto a de células de
linhagem continua (MDBK).
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